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RESUMEN 
Un paso limitante en la búsqueda de nuevas drogas es el acceso a bibliotecas de 
compuestos con propiedades biológicas interesantes. Los productos naturales (PNs) han sido 
muy valiosos como plataforma validada biológicamente por contener esqueletos moleculares 
que presentan dichas cualidades.  
Una metodología que utiliza a los PNs como punto de partida para la generación de 
compuestos con potencial actividad biológica es la Diversificación Química de Extractos. La 
misma apunta a producir cambios en las estructuras químicas de los componentes de extractos 
naturales a través de reacciones químicas seleccionadas. Estos cambios consisten en la 
introducción de grupos funcionales o de elementos atípicamente encontrados en derivados de 
origen natural, a través de reacciones que transforman grupos funcionales de alta presencia en 
PNs tales como los dobles enlaces y los anillos aromáticos.  
La incorporación de átomos de halógeno en PNs de origen vegetal resulta interesante 
puesto que: 
(a) es una estrategia comúnmente utilizada en química medicinal para alterar bioactividades 
de moléculas orgánicas.
 
(b) la proporción de halógenos presentes en drogas es significativamente mayor que en PNs.  
(c) la mayor parte de los PNs halogenados son producidos por organismos marinos, siendo 
este tipo de metabolitos muy raros en otro tipo de vegetales.  
(d) existen reactivos que podrían introducir este tipo de elementos a través de grupos 
funcionales muy comunes en metabolitos secundarios tales como los dobles enlaces o los 
anillos aromáticos.  
Entre los diferentes halógenos a introducir, se seleccionó inicialmente al bromo, 
fundamentalmente porque presentó facilidades experimentales para su introducción en 
mezclas complejas. 
Cuando se utiliza la diversificación química de extractos, tanto el seguimiento de las 
reacciones como el monitoreo de su efecto sobre diferentes propiedades de las mezclas se ven 
dificultados tanto por la complejidad de las mezclas de partida y de las mezclas producto, 
como por el desconocimiento de su composición química exacta. Para llevar adelante este 
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seguimiento se efectuó la comparación de sus (a) perfiles químicos y (b) perfiles de 
bioactividades. 
(a) Los perfiles químicos tienen como objeto estimar el éxito de la reacción y su 
impacto en la composición. Con “éxito de la reacción” nos referimos a tratar de observar 
cambios en propiedades relacionadas a los grupos funcionales de alta presencia a modificar o 
a elementos que se desea introducir en la mezcla. Con “impacto de la reacción” nos referimos 
al grado en que la composición química es alterada por la reacción. Para estos análisis se 
utilizaron métodos cromatográficos, espectroscópicos o combinaciones de éstos, acoplados a 
análisis estadístico multivariado. 
(b) La comparación de perfiles de diferentes actividades biológicas entre los extractos 
de partida y los extractos halogenados se realizó a través ensayos autográficos sobre placas 
cromatográficas. Dado que estos métodos autográficos permiten combinar la capacidad 
separativa de la cromatografía en capa delgada (CCD) con la determinación in situ de la 
actividad biológica de los componentes de una mezcla de compuestos químicos, permiten pre-
asignar de manera cualitativa actividades biológicas observadas en una mezcla a uno o más de 
los componentes de la misma. Con este fin, se utilizaron ensayos autográficos previamente 
descriptos para detectar compuestos antioxidantes e inhibidores de acetilcolinesterasa, xantina 
oxidasa y β-glucosidasa. Además se desarrollaron durante esta tesis dos ensayos autográficos 
enzimáticos, un ensayo para detectar inhibidores de tirosinasa y uno para detectar inhibidores 
de acetilcolinesterasa compatible con CCD sobre fase reversa (FR). Siendo la principal 
dificultad en el desarrollo de este tipo de ensayos enzimáticos encontrar las condiciones 
adecuadas para lograr buena reproducibilidad, homogeneidad de color, buena definición de 
halos y ausencia de resultados falsos, en esta tesis se estudiaron las ventajas del uso de geles 
como soportes enzimáticos. Además, se utilizaron diseño experimental y métodos de 
optimización multicriterio (Métodos de Superficie de Respuesta y uso de funciones de 
deseabilidad) para buscar condiciones de ensayo óptimas. Esto permitió encontrar condiciones 
en las que los dos nuevos ensayos presentan buena sensibilidad para la detección para 
inhibidores conocidos de las enzimas presentes en mezclas complejas.  
En un principio se bromaron 7 extractos de malezas siguiendo dos protocolos, uno 
utilizando bromo en solución y otro utilizando bromo inmovilizado en un soporte sólido. La 
comparación de los espectros de resonancia magnética nuclear de protones (RMN de 
1
H) 
combinada con análisis de componentes principales (ACP) permitió observar la separación de 
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las muestras en grupos correspondientes a extractos naturales y a extractos modificados. El 
análisis del gráfico de loadings del CP2, principal responsable de la separación de los grupos, 
muestra que los bins con mayor efecto en este CP corresponden a una zona de desplazamiento 
químico de señales de dobles enlaces, uno de los grupos blanco de la reacción. Estos 
resultados sugieren que a pesar de que las mezclas de partida y producto son complejas y de 
composición mayoritariamente desconocida, existen diferencias entre estas composiciones y 
que estas diferencias se centran en uno de los grupos blanco de la modificación química. 
Este análisis se complementó utilizando cromatografía líquida de alta eficiencia 
acoplada a espectrometría de masa de alta resolución (CLAE-EMAR), al menos un 85% de 
los picos presentes en los extractos testigo (ETs) desaparecen debido a la reacción (en 
promedio desaparece el 92 %). Paralelamente, se observa que en promedio un 90% de los 
picos presentes en los extractos bromados son producto de la reacción. En general lo 
resultados fueron muy similares para los extractos bromados producidos con ambos 
protocolos de reacción. Por su parte la reacción de bromación con resina provoca la 
desaparición de al menos un 68 % de los picos presentes en los ETs (93 % en promedio), 
mientras que los picos cromatográficos que aparencen en los extractos bromados como 
resultado de la reacción representan el 88 %. La combinación de estos datos con un ACP 
mostró nuevamente la discriminación de los extractos en dos grupos, uno que incluye a los 
testigos y otro que incluye a los modificados.  
De este grupo de extractos modificados, la actividad biológica más interesante se 
obtuvo para el extracto de Medicago lupulina L. modificado con bromo en solución, el cual 
presento actividad inhibitoria de la enzima β-glucosidasa. Se fraccionó el mismo por columna 
cromatográfica (CC) de sephadex LH-20, en este fraccionamiento se encontraron 6 fracciones 
que resultaron activas, las cuales se analizaron por EM mediante infusión directa en modo de 
ionización negativo. Entre los iones moleculares presentes en cada fracción se encuentran 
cuatro iones moleculares que tienen el patrón isotópico característico de los compuestos que 
contienen bromo en su estructura. Si bien a partir de este análisis no puede adjudicarse la 
actividad a ninguno de los iones moleculares nos permite corroborar que hay compuestos 
bromados en las fracciones activas. 
Con el fin introducir nuevas mezclas complejas como material de partida, 
posteriormente se realizó la bromación de 32 aceites esenciales (AEs) utilizando bromo en 
solución. Los perfiles químicos de los aceites esenciales bromados (AEBs) generados fueron 
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comparados con aquellos de los AEs que le dieron origen utilizando CCD, RMN de
1
H y 
cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masa (CG-EM), observando en todos los 
casos diferencias interesantes. 
A partir de los espectros de RMN de 
1
H se realizó un ACP, observandose que las 
mezclas se separan en el CP2 en dos grupos. El gráfico de loadings del CP2 reveló que los 
bins con mayor influencia sobre este componente principal corresponden a zonas de 
desplazamiento químico de señales de dobles enlaces, dobles enlaces conjugados con anillos 
aromáticos y protones de metilos de alcanos en posición α a dobles enlaces. Estos resultados 
indican que las diferencias observadas se centran en grupos blanco de la modificación 
química o en grupos adyacentes a estos. 
Las 64 mezclas fueron además analizadas por CG-EM detectando importantes 
diferencias en los perfiles químicos de los AEs respecto a los AEBs. En promedio el 90 % de 
los picos detectados en los cromatogramas de los AEs desaparecen como resultado de la 
reacción y el 96 % de los picos presentes en los AEBs están ausentes en los AEs, es decir 
representan compuestos nuevos generados por la reacción. Además se observó que el número 
de compuestos promedio en los AEBs es casi el doble que en sus mezclas precursoras y que el 
64 % de los compuestos generados incorporaron al menos un átomo de bromo. En conjunto 
estos resultados demuestran el alto impacto que tiene la reacción de bromación en la 
alteración de la composición química de los AEs. 
La evaluación de las propiedades biológicas se realizó a través de cuatro ensayos 
autográficos enzimáticos y dos ensayos químicos, observando interesantes cambios 
resultantes de la reacción. Considerando la totalidad de las muestras, el número de halos de 
inhibición generados por la reacción (ausentes en los AEs de partida) fue significativo. 
Dependiendo de la actividad biológica evaluada, entre el 54 % y el 89 % de los halos 
observados en los AEs bromados fueron resultantes de la reacción. El mayor impacto en las 
propiedades biológicas de estas mezclas fue observado en la actividad inhibitoria de xantina 
oxidasa, donde el porcentaje de activos presentes en los aceites bromados y ausentes en los 
aceites esenciales de partida es mayor al 80 %. Dos de los aceites esenciales bromados 
bioactivos, fueron sometidos a fraccionamiento bioguiado con el objeto de aislar los 
compuestos responsables de las actividades observadas en las mezclas. 
Uno de los halos más interesantes en los ensayos de actividad inhibitoria de las 
enzimas tirosinasa y xantina oxidasa fue presentado por el aceite esencial bromado de 
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Foeniculum vulgare Mill. Su fraccionamiento mediante cromatografía, guiado por autografía 
para la detección de inhibidores de tirosinasa llevó al aislamiento e identificación del 
compuesto 2-bromo-1-(4-metoxifenil) propan-1-ona (1). A los fines de identificar al 
compuesto inhibidor de xantina oxidasa presente en este mismo aceite esencial modificado de 
F. vulgare se aplicó la metodología BIOMSID (del inglés, BIOautography coupled to Mass 
Spectrometry for the IDentification of compounds), que permite acoplar EMAR con halos de 
inhibición bioautográficos. De esta manera se verificó que la fórmula molecular 
correspondiente al compuesto activo era C10H11BrO2, observando el correspondiente patrón 
isotópico característico de compuestos bromados en el espectro de masa. De esta forma, se 
corroboró rápidamente que el compuesto responsable de la actividad inhibitoria para ambas 
enzimas era el mismo. A fin de cuantificar la actividad inhibitoria de este compuesto frente a 
las enzimas tirosinasa y xantina oxidasa se realizaron ensayos en microplaca. En el ensayo de 
tirosinasa el compuesto presento una concentración inhibitoria media (CI50) de 21,40 µM, 
siendo 1,96 veces más activo que el inhibidor de referencia ácido kójico (CI50 42,16 µM). Con 
respecto a la actividad inhibitoria xantina oxidasa el compuesto presento una CI50 de 5,90 µM, 
siendo compuesto 2,26 veces menos activo que el alopurinol (CI50 2,60 µM).  
Paralelamente, el AEB de Artemisia dracunculus L. presentó dos halos interesantes en 
el ensayo de actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa, por lo cual se realizó su 
fraccionamiento bioguiado mediante cromatografía en columna. Se aislaron e identificaron 
dos compuestos activos: 1-(2,3-dibromopropil)-4-metoxibenceno (2) y 1-(1,3-dibromopropan-
2-il)-4-metoxibenceno (3). La actividad inhibitoria de estos compuestos frente a la enzima 
acetilcolinesterasa se cuantificó a través de ensayos en microplaca observando que ambos son 
débiles inhibidores. El compuesto 2 posee una CI50 de 88,47 µM y el compuesto 3 posee una 
CI50 de 70,93 µM, siendo ambos más de 100 veces menos activos que el inhibidor de 
referencia fisostigmina (CI50 0,63 µM). 
En vistas de la gran importancia del flúor en química medicinal y de que los 
metabolitos conteniendo flúor son minoritarios dentro de los PNs halogenados, se realizó la 
fluoración de 12 aceites esenciales (AEs). Los perfiles químicos de los aceites esenciales 
fluorados (AEFs) generados fueron comparados con aquellos de los AEs que le dieron origen 
utilizando CCD, RMN de
1
H, RMN de 
19
F y CG-EM, observando en todos los casos 
diferencias interesantes. 
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Los espectros de 
19
F de los AEFs mostraron un número variable de señales, que no 
fueron observadas en los espectros de los AEs de partida, indicando la incorporación de este 
elemento en los componentes de las mezclas. A partir de los espectros de RMN de 
1
H se 
realizó un ACP, observándose que las mezclas se separan en el CP3 en dos grupos: los AEF 
presentan valores mayores a 8 para el CP3, en tanto que todas las mezclas de partida 
mostraron valores por debajo de 7 para dicha variable. Las 24 mezclas fueron además 
analizadas por CG-EM detectando importantes diferencias en los perfiles químicos de los AEs 
respecto a los AEFs. En este análisis se observó que en promedio el 90 % de los picos 
detectados en los cromatogramas de los AEs desaparecen como resultado de la reacción y que 
el 96 % de los picos presentes en los AEFs están ausentes en los AEs, es decir representan 
compuestos nuevos generados por la reacción. Además se observó que el número de 
compuestos promedio en los AEFs es casi cuatro veces mayor que en sus mezclas 
precursoras. Demostrando de esta forma el alto impacto que tiene la reacción de fluoración en 
la alteración de la composición química de los AEs. Los datos obtenidos por CG-EM fueron 
además transformados a un formato bidimensional, y procesados estadísticamente (ACP). De 
manera similar a lo observados para los datos de RMN, la población se separa en dos grupos, 
uno correspondiente a los AEFs y otro a los AEs de partida. Estos resultados en conjunto 
(CCD, RMN
1
H y 
19
F, RMN
1
H-ACP, CGEM y CGEM-ACP) demuestran la factibilidad de 
generar compuestos organofluorados a partir de esqueletos de origen natural por medio de 
reacciones de fluoración. 
Al analizar los cambios en las propiedades biomoleculares de los AEFs, los resultados 
más interesantes fueron obtenidos para los AEFs de A. dracunculus y O. basilicum en cuanto 
a su capacidad inhibitoria de la enzima tirosinasa. Ambos AEFs presentaron 3 halos nuevos 
de inhibición luego de la reacción de fluoración que eran aparentemente los mismos. A fin de 
determinar los compuestos responsables de la actividades detectadas, se realizó la fluoración 
de metilchavicol, uno de los constituyentes principales de los AEs de partida. Esta reacción 
condujo al aislamiento y a la identificación de los tres compuestos inhibidores de tirosinasa: 
4-allil-2-fluoro-1-metoxibenzeno (4), 1-allil-2-fluoro-4-metoxibenzeno (5) y 4-fluoro-4-
propenilciclohexa-2,5-dienona (6). A fin de cuantificar la actividad inhibitoria de la enzima 
tirosinasa se realizaron ensayos en microplaca: el metilchavicol resultó ser inactivo en el 
rango de concentraciones ensayado, en tanto que los compuestos 4 (CI50 =97,48 µM) y 5 (CI50 
=174,20 µM) resultaron débiles inhibidores. El resultado más destacado fue el obtenido para 
el compuesto 6 para el que se determinó un valor de CI50 de 59,14 µM, actividad similar a la 
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reportada para uno de los inhibidores de referencia para este blanco terapéutico como es el 
ácido kójico el cual presentó, en las mismas condiciones de experimentación, un valor de CI50 
de 42,16 µM.  
Como resumen, durante este trabajo de tesis doctoral se modificaron 7 extractos de 
malezas utilizando dos protocolos de bromación diferentes (bromación en solución y con 
resina perbromada), 32 aceites esenciales mediante bromación en solución y 12 aceites 
esenciales mediante fluoración directa. Además se desarrollaron dos nuevos ensayos 
autográficos para detección de inhibidores de tirosinasa y de acetilcolinesterasa, este último 
compatible con CCD-FR. Se realizó el aislamiento bioguiado y la caracterización química y 
biológica de 6 compuestos activos generados a través de reacciones de halogenación. 
 
  
 
 
 
  
 
1. INTRODUCCIÓN 
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1.1 Diversificación química de mezclas complejas naturales 
Un paso limitante en la búsqueda de nuevas drogas es el acceso a bibliotecas de 
compuestos con propiedades biológicas interesantes. Los productos naturales (PNs) han sido 
muy valiosos como plataforma validada biológicamente,
1
 debido a que son el resultado de un 
largo proceso de evolución que ha dado lugar a una gran variedad de esqueletos con alta 
afinidad por biomoléculas.
2
 
En una serie de artículos de revisión, Newman, Craig y colaboradores,
3,4,5,6
 han 
analizado las fuentes de drogas de los últimos 30 años. Este análisis demostró la valiosa y 
continua contribución de los PNs como fuente de compuestos líderes que han servido de 
inspiración para la síntesis de nuevas drogas.
7,8
 Un análisis detallado de los nuevos 
medicamentos aprobados por la Administración de Medicamentos y Alimentos de Estados 
Unidos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) entre 1981 y 2010 revela que el 
34 % de los medicamentos que estaban basados en moléculas pequeñas eran PNs o derivados 
directos de los mismos;
5
 incluyendo las estatinas, diferentes medicamentos contra el cáncer y 
algunos inmunosupresores.
9,10
 
La modificación química de componentes de un extracto natural es una forma evidente 
de alterar sus propiedades. En la literatura se encuentran ejemplos donde la formación de 
artefactos producidos por reacción con solventes han conducido a cambios en la bioactividad 
de distintos PNs en forma positiva o negativa.
11
 Se han propuesto varios enfoques para 
aumentar la diversidad de mezclas de PNs tales como la diversificación de las mezclas de PNs 
mediante biosíntesis combinatoria y técnicas relacionadas.
12, 13
 La preparación de extractos 
modificados a través de diversificación química dirigida representa una forma alternativa de 
usar esqueletos naturales conocidos y desconocidos como material de partida para la 
generación de bibliotecas semisintéticas de compuestos (Figura 1).
14
 La clave para lograr la 
alteración de una proporción significativa de los componentes de la mezcla yace en la 
selección de potenciales grupos reactivos que puedan ser encontrados en la mayoría de las 
pequeñas moléculas presentes en PNs.
15
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Figura 1. Diversificación química de mezclas complejas naturales como fuente de nuevos compuestos 
bioactivos. 
Para la elección de estos fragmentos reactivos, se han buscado esos grupos funcionales 
en el Diccionario de Productos Naturales (DNP, del inglés Dictionary of Natural Products 
versión 2001).
16
 Según esta base de datos, alrededor del 75 % de las moléculas dentro de la 
misma poseen al menos un grupo hidroxilo y una similar proporción de moléculas poseen 
grupos carbonilo o un doble enlace (Figura 2). En menor proporción algunos PNs también 
contienen anillos aromáticos y fragmentos nitrogenados.
17
  
 
Figura 2. Porcentaje de productos naturales que contienen diferentes grupos 
funcionales mayoritarios. 
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Teniendo seleccionados fragmentos reactivos presentes en una alta proporción de PNs, 
la implementación de la estrategia requiere de la combinación de: reacciones químicas 
apropiadas para generar extractos modificados, métodos adecuados para el análisis de la 
composición de mezclas y ensayos adecuados para el análisis de la actividad biológica. 
Recientemente, procedimientos de hidracinólisis,
14,18
 sulfonilación,
19
 bromación,
20
 
etanólisis 
21
 y epoxidación
22
 ha sido aplicados a extractos de plantas para obtener compuestos 
nuevos bioactivos. En el grupo se han utilizado reacciones que incorporan átomos de 
nitrógeno a través de grupos carbonilo, azufre por transformación de hidroxilos y aminas, y 
bromo por reacción con dobles enlaces y anillos aromáticos.
15
 La incorporación de atómos de 
nitrógeno a través de reacción con hidracina ha llevado al aislamiento de pirazoles con 
actividad antifúngica
14
 y con actividad inhibidora de la agregación del péptido Aβ.18 La 
incorporación de átomos de azufre mediante reacción con cloruros de arilsulfonilo ha llevado 
al aislamiento de un derivado de histamina inhibidor de β-glucosidasa.23 Por su parte la 
modificación química de un extracto por incorporación de bromo ha llevado al aislamiento de 
un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa.
20
 
1.2 Productos naturales halogenados 
Los compuestos halogenados tienen gran importancia en química medicinal puesto 
que el intercambio de átomos de H por Br, Cl o F puede alterar significativamente las 
propiedades biológicas de una molécula.
24,25
 Por lo tanto, la incorporación de halógenos ha 
sido una estrategia común en el diseño de drogas que tiene por objetivo cambiar las 
bioactividades y especificidades de moléculas hacia determinados blancos terapéuticos.
26
  
Diferentes estudios demuestran que la media de compuestos que presentan halógenos 
es mayor en drogas que en PNs.
27,28,29
 Se ha estimado que el contenido de halógenos en 
drogas (columna azul, Figura 3a) es aproximadamente 9 veces mayor al que presentan los PN 
(columna verde, Figura 3a).
27
 Los principales productores de PNs halogenados son los 
organismos marinos,
30,31,32,33
 y por el contrario su presencia en plantas terrestres es rara 
(Figura 3b).
34
  
Estos datos nos inspiraron para intentar la halogenación de mezclas de origen vegetal, 
provenientes de plantas superiores, con el fin de ampliar la diversidad química de sus 
componentes naturales y a partir de esto generar nuevos compuestos con actividad biológica. 
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Figura 3. (a) Porcentaje del contenido de halógenos en drogas y PNs; (b) Porcentaje del contenido de halógenos 
en compuestos obtenidos de: 1- Plantas, 2-Hongos, 3-Bacterias, 4- Organismos marinos, 5- Actinomicetes, 6- 
Algas, 7- Insectos y gusanos y 8-Moluscos. 
1.3 Reacciones apropiadas para la diversificación química de mezclas 
naturales 
1.3.1 Reacción de bromación 
Un buen número de metabolitos organobromados con actividad antibacteriana,
35
 
antitumoral
36
, antiviral
37
 y antifúngica
38
 han sido aislados de corales, moluscos, algas y 
esponjas marinas, entre otros. Al contrario, como se mencionó previamente, son pocos los 
compuestos conteniendo bromo que se han aislado de plantas terrestres.
32,33
 Sin embargo, una 
proporción significativa de los metabolitos provenientes de estas plantas contienen dobles 
enlaces y anillos aromáticos (Figura 2) que podrían ser blanco de una reacción de bromación. 
Las reacciones de bromación de dobles enlaces y de anillos aromáticos proceden mediante 
mecanismos de adición y sustitución respectivamente. El primero resulta en la adición de una 
molécula de bromo a carbonos sp
2 
y el segundo en el intercambio de un átomo de hidrogeno 
por un átomo de bromo. Ambos cambios aumentan la hidrofobicidad y el tamaño de la 
molécula, afectando tanto la forma como las propiedades electrónicas de la misma.  
1.3.2 Reacción de fluoración 
Sin lugar a dudas, uno de los elementos más relevantes de los presentes en compuestos 
bioactivos es el flúor. Debido a su pequeño tamaño, la incorporación de un átomo de flúor en 
una molécula causa una perturbación estérica mínima. Sin embargo, la introducción de flúor 
en una molécula puede afectar/modular propiedades fisicoquímicas tales como pKa, lipofilia, 
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capacidad de formar enlaces de hidrógeno y de involucrarse en interacciones electrostáticas, 
así como su estabilidad metabólica (metabolismo oxidativo, metabolismo hidrolítico y 
racemización in vivo).
39
 El uso estratégico de la sustitución con flúor en el diseño de fármacos 
ha conducido a la producción de algunos de los medicamentos clave disponibles en el 
mercado.
40
 
La proporción promedio de flúor en las drogas es significativamente mayor que en 
PNs.
41
 Los compuestos organofluorados representan menos del 1 % de los compuestos 
organohalogenados de origen natural.
42
  
Teniendo en cuenta que: (a) los PNs han tenido un impacto significativo en el 
desarrollo de medicamentos, (b) el 20-25 % de los medicamentos actualmente en desarrollo 
por parte de la industria farmacéutica contiene al menos un átomo de flúor
39
 y (c) los 
compuestos organofluorados son muy raros entre los PNs,
43
 resulta interesante evaluar el 
efecto de la reacción de fluoración en las propiedades biológicas de mezclas naturales. 
1.4 Evaluación de cambios en la composición química de mezclas complejas 
En vista de la diversidad química de las moléculas, provenientes del metabolismo 
secundario de plantas presentes en los extractos, no es factible realizar la determinación de la 
composición química absoluta de los extractos crudos ni de los extractos que resulten de su 
modificación química. En ese sentido, uno de los desafíos de este trabajo de tesis es la 
selección y utilización de metodologías que permitan analizar la mayor cantidad de 
compuestos posible, sin conocer sus estructuras químicas. Ninguna técnica es adecuada para 
el análisis de todo tipo de moléculas por lo cual se utilizaron técnicas que son relativamente 
complementarias. 
Dentro de las técnicas analíticas útiles para establecer perfiles y analizar la 
composición de mezclas complejas de metabolitos como son los extractos vegetales y los 
aceites esenciales, pueden considerarse las cromatográficas, espectroscópicas y sus 
combinaciones. 
Entre las técnicas cromatográficas, la cromatografía líquida acoplada a espectrometría 
de masa (CLAE-EM) es una técnica ampliamente utilizada para el análisis de mezclas 
complejas de origen natural, que se ha impuesto como una combinación robusta que permite 
la identificación de cientos de metabolitos dentro de estas mezclas. Al acoplar técnicas como 
la cromatografía líquida a analizadores de masa de tiempo de vuelo, se permite una correcta 
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deconvolución de los picos de mezclas complejas, debido a la alta velocidad de escaneo que 
presentan estos instrumentos. Las mezclas complejas contienen decenas de compuestos que 
coeluyen que varían en abundancia en varios grados de magnitud. Por lo tanto una correcta 
deconvolución espectral y un amplio rango dinámico son requeridos para obtener espectros y 
formas de picos de buena calidad. Para solucionar problemas de resolución espectral y 
preprocesar los cromatogramas antes de su análisis se han desarrollado diferentes 
herramientas y algoritmos.
44
 En el caso particular de los aceites esenciales, el acoplamiento de 
un cromatógrafo de gases con un espectrómetro de masa (CG-EM) es la técnica más utilizada 
para el análisis de su composición química. Esto es debido al desarrollo de sistemas potentes 
en cuanto a sensibilidad, velocidad de adquisición y procesamiento de datos, siendo además 
de fácil manejo y relativamente bajo costo. La gran mayoría de las aplicaciones de CG-EM 
utilizan CG capilar unidimensional con detector de cuadrupolo simple e ionización por 
impacto electrónico (IE).  
Dentro de las técnicas espectroscópicas, en las últimas décadas la resonancia 
magnética nuclear (RMN) se ha desarrollado como una herramienta para obtener huellas 
dactilares de mezclas complejas. Aunque su sensibilidad es pobre, la RMN de 
1
H provee un 
sistema de detección de sensibilidad uniforme para todas las moléculas que contienen 
protones, por el contrario, la EM (particularmente en infusión directa) es selectivamente 
sensible, con tendencia a efectos de la matriz, y puede ser insensible a algunas clases de 
analito.
45
 
De las múltiples plataformas analíticas disponibles para llevar a cabo este tipo de 
análisis, la RMN y la EM han llegado a dominar el campo, debido a la gran cantidad de 
información estructural que se puede reunir con ambas técnicas. El gran volumen de datos 
obtenidos por RMN y EM suele hacer necesario el uso de herramientas de análisis 
multivariado que faciliten su exploración y/o interpretación.
46
  
Estas herramientas de análisis multivariado apuntan a la reducción de la 
dimensionalidad de los datos minimizando la pérdida de información, a través de la 
construcción de nuevas variables (combinaciones matemáticas de las originales) de forma tal 
que, ordenándolas por su peso en el modelo permiten hallar las principales causas de 
variabilidad en el conjunto de datos (señales de RMN de 
1
H, o fragmentos de masa). 
En términos generales, el flujograma analítico comienza con la conversión de datos, 
detección de señales, normalización y comparación de múltiples conjuntos de datos para 
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generar una matriz de datos que incluye las señales de picos de todas las muestras dadas 
(alineación). Esta matriz de datos por lo general se compone de m filas de variables (que 
suelen denominarse buckets para CLAE-EM o CG-EM; y bins para RMN de 
1
H), y de n 
columnas de observaciones (por ejemplo, extractos modificados y testigos) (Figura 4a).  
La representación gráfica de esta matriz ocupa un espacio m-dimensional (Figura 4b). 
Es aquí en donde comienzan a ser imprescindibles las mencionadas herramientas de reducción 
de dimensionalidad que clasifican variables en función de su influencia en el conjunto de 
datos.  
El Análisis de Componentes Principales (ACP) es una de ellas.
47
 El ACP es un método 
no supervisado (no hay una asignación previa de las observaciones a un grupo de muestras). 
La combinación lineal de las variables originales genera componentes principales (CPs) que 
tienen la característica de ser ortogonales, es decir cada CP recoge la variabilidad no 
comprendida por el componente inmediato anterior.  
La interpretación de los CPs se favorece representando las proyecciones de las 
muestras sobre un espacio de 2 (o 3) dimensiones (gráficos de dispersión), definido por los 
CPs que acumulan la mayor variancia (explican la mayor cantidad de la variancia total de las 
variables originales) (Figura 4c). El CP1 describe la mayor variación en el conjunto de datos, 
CP2 describe la segunda mayor variancia y es ortogonal a CP1, y así sucesivamente. Esto es 
indicado por la fuerza y la orientación de las flechas (Figura 4c). Las representaciones 
generadas a partir de estos primeros CPs permiten tener una idea de las medidas numéricas de 
muchas variables en un espacio de pocas dimensiones (“reducción de la dimensionalidad”). 
La variancia explicada se calcula como la suma de la variancia individual. En la 
mayoría de los casos, unos pocos CPs (en comparación con el gran número de variables 
originales) explican la mayor parte de la variancia (Figura 4d). 
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Figura 4. Transformación de una matriz de información tabular en CPs. 
1.5 Evaluación de propiedades biológicas 
La identificación y el aislamiento de compuestos químicos con actividad biológica a 
partir de mezclas complejas como los extractos naturales (o modificados) suelen ser desafíos 
experimentales de alto costo en términos de tiempo y de dinero. El proceso involucra etapas 
de fraccionamiento de mezclas y de análisis de bioactividad, las cuales se alternan el número 
de veces que sea necesario para lograr la purificación del o de los compuestos activos. Esto 
hace que resulte atractivo el desarrollo de métodos de análisis que se ubiquen en la interfase 
de estas etapas, conectando las características químicas de las mezclas con su bioactividad. 
Este es el caso de los métodos autográficos que al combinar técnicas de separación 
cromatográfica con ensayos de análisis de actividad biológica, permiten la localización en una 
placa cromatográfica del o de los constituyente/s activo/s de una mezcla. De esta forma se 
logra un screening rápido de un gran número de muestras, con la posibilidad de realizar el 
posterior aislamiento biodirigido de los compuestos activos (fraccionamiento bioguiado).
48
 
El procedimiento general por el cual se llevan a cabo estas técnicas consiste en la 
siembra del compuesto o la mezcla a evaluar en una placa de cromatografía en capa delgada 
(CCD). Luego del desarrollo de la misma en un sistema de solventes adecuado, se revela la 
placa mediante la aplicación de un medio en el cual se desarrolla algún proceso biológico o 
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químico representativo de alguna actividad biológica. De ser necesario, estos procesos son 
acoplados a una reacción que produzca un cambio de coloración detectable a simple vista o 
por medio de análisis digital de imágenes. De esta forma los cambios de coloración detectados 
en algún punto de la placa dan cuenta de la presencia del/los compuesto/s activo/s. 
Existen diferentes tipos de autografías que pueden ser clasificadas en tres grupos 
según el tipo de proceso que ocurre en el medio revelador: 
 autografías a célula entera o bioautografías, 
 autografías macromoleculares o enzimáticas, 
 autografías químicas.  
Las autografías a célula entera o bioautografías fueron las primeras en desarrollarse, 
los inicios de esta asociación entre un ensayo biológico y una cromatografía planar datan del 
año 1946, cuando Goodwall y Levi usaron cromatografía en papel en un método de detección 
bioautográfico de contacto,
49
 para la determinación de impurezas en distintas penicilinas. 
Cincuenta años después, Fisher y Lautner,
50
 y posteriormente Nicolaus
51
 introdujeron la CCD 
en este mismo campo. Tres métodos bioautográficos fueron descriptos para la investigación 
de actividad antimicrobiana: bioautografía de contacto o de difusión en agar, bioautografía 
directa y bioautografía sobre agar.
52
 Estos métodos están basados en la medición de 
actividades biológicas tales como antibacteriana, antifúngica, antitumoral y antiprotozoaria.
53
 
Más recientemente se han comenzado a utilizar bioautografías para medir propiedades que 
van más allá del crecimiento o no del organismo utilizado, como por ejemplo el ensayo para 
detección de inhibidores de la actividad reguladora de la virulencia de Salmonella enterica 
serovar Typhimurium (represión del sistema PhoP/PhoQ)
54
 y el ensayo para determinación de 
actividad estrogénica.
55
 
Por su parte, las enzimas representan importantes blancos farmacológicos, por lo que 
el desarrollo métodos autográficos que permitan la detección de inhibidores enzimáticos es un 
elemento atractivo en el campo del descubrimiento de fármacos. En estos métodos 
autográficos enzimáticos, la placa cromatográfica suele ser sumergida en (o rociada con) una 
solución de enzima y una de sustrato (algunas veces también colorante) para dar halos de 
diferente color respecto del fondo de la placa.
56
 El ensayo autográfico enzimático más popular 
es el de detección de inhibidores de acetilcolinesterasa, inicialmente basado en la reacción de 
Ellman.
57,58,59 
Posteriormente, Hostettmann y colaboradores desarrollan un método que se 
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basa en la hidrólisis de acetato de 1-naftilo catalizada por la enzima acetilcolinesterasa.
60, 61
 
Recientemente, se han desarrollado otros ensayos para detección de inhibidores de las 
enzimas lipasa,
62, 63
 tirosinasa,
64
 α y β-glucosidasa65,66 y xantina oxidasa67 en algunos de los 
cuales se introduce agar como soporte del medio revelador. 
Las autografías químicas reportadas en la actualidad se utilizan básicamente para la 
determinación de actividad antioxidante. Los antioxidantes actúan contra el daño oxidativo 
causado por radicales libres y especies afines y han atraído mucha atención en los últimos 
años. Estas especies reactivas provienen principalmente del oxígeno y del nitrógeno, se 
generan en nuestro cuerpo por varios sistemas endógenos, la exposición a diferentes 
condiciones fisicoquímicas o estados fisiopatológicos.
68
  Estas especies reactivas han sido 
relacionadas con enfermedades degenerativas producto del daño oxidativo como cáncer y 
policitemia.
69
 Por otra parte, los antioxidantes, se han relacionado en estudios 
epidemiológicos con la reducción en la incidencia de enfermedades crónicas como el cáncer, 
enfermedades cardiovasculares y diabetes.
70
 Esto señala la importancia biológica de los 
antioxidantes y la necesidad del descubrimiento de nuevos compuestos antioxidantes de 
diversas fuentes. Varios ensayos han sido reportados para evaluar la capacidad captadora de 
numerosos radicales libres incluyendo 2,2-di(4-tert-octilfenil)-1-picril-hidrazilo (DPPH), 
catión radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenzatiazoline-6-ácido sulfónico) (ABTS), peroxilo, anión 
radical superóxido (O2
.-
) y radical hidroxilo,
71
 los métodos autográficos reportados se basan 
principalmente en la medición de la capacidad captadora de especies reactivas tales como 
DPPH
72
 y radical anión superóxido.
17
 
1.5.1 Detección de compuestos antioxidantes captadores de DPPH 
El DPPH es un radical sintético estable. Esta estabilidad es debida a la deslocalización 
del electrón desapareado por toda la molécula que impide la dimerización, como sucede para 
la mayoría de los otros radicales libres. Esta deslocalización es la responsable de originar el 
color violeta que lo caracteriza. Cuando una solución de DPPH se mezcla con una sustancia 
capaz de donar un átomo de hidrógeno, se origina la forma reducida del DPPH. La coloración 
violeta se pierde y prevalece la coloración amarilla del grupo picrilo presente.
73
 
La autografía consiste en rociar sobre la placa cromatográfica una solución etanólica 
de DPPH. Luego de un determinado tiempo los compuestos antioxidantes se observan como 
puntos amarillos en una matriz violeta.
74, 75
 (Figura 5) 
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Figura 5. Reacción de captación del radical DPPH por parte de compuestos antioxidantes 
1.5.2 Detección de compuestos antioxidantes captadores de anión superóxido 
Cuando una molécula de riboflavina (RF) absorbe un fotón, forma el singlete excitado 
1
RF* que luego de un entrecruzamiento entre sistemas forma el triplete excitado 
3
RF*. Esta 
última especie reacciona con oxígeno triplete (
3
O2) generando O2
.-
y RF como productos 
(Figura 6). 
76, 77
  
 
Figura 6. (a) Esquema de generación de O2
.-
 por fotoreacción de la riboflavina;(b) estructura dela riboflavina. 
La autografía basada en el sistema riboflavina/luz consiste en el depósito sobre una 
placa cromatográfica de un gel que contiene una mezcla de riboflavina, colorante azul de 
nitrotetrazolio (NBT) y el catalizador N,N,N’N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED). La placa 
con el gel es expuesta a luz fluorescente durante unos minutos. De esta forma la luz inicia el 
proceso de generación de O2
.-
 cuya presencia es detectada por reacción con NBT, que cambia 
de color al reaccionar con el O2
.-
. Aquellos compuestos que secuestren el O2
.-
 del medio se 
observan en la autografía como puntos claros en una matriz violeta. 
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1.5.3 Detección de actividad inhibitoria de la enzima β-Glucosidasa 
La enzima β-glucosidasa cataliza la hidrólisis de enlaces tipo β de polisacáridos, 
oligosacáridos, disacáridos y heterósidos, por lo cual pertenece al grupo de las hidrolasas. 
Estas enzimas se encuentran involucradas en varios procesos biológicos importantes tales 
como digestión, biosíntesis de glicoproteínas y catabolismo lisosomal de glicoconjugados por 
lo que sus inhibidores son sujeto de gran interés
78
 debido a su potencial como drogas para el 
tratamiento de cáncer,
79
 diabetes,
80
 infección viral,
81,82
 obesidad
83
 y enfermedades hereditarias 
de depósito lisosomal.
84
 
Para evaluar esta actividad se llevó a cabo una autografia basada en la reacción de 
FeCl3 con esculetina (producto de la hidrólisis catalizada enzimáticamente de esculina, 
Figura 7).
65
 El procedimiento general consiste generar, sobre la placa cromatográfica, un gel 
de agar que contiene la enzima y el revelador (solución de FeCl3). Posteriormente la placa con 
el gel es sumergida en una solución de sustrato para activar el proceso catalítico. 
 
Figura 7. Reacción de detección de inhibidores de enzima β-glucosidasa. 
1.5.4 Detección de actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa 
La enzima acetilcolinesterasa cataliza la degradación de la acetilcolina, uno de los 
principales mecanismos involucrados en el origen de la enfermedad de Alzheimer es la falta 
de este neurotransmisor, el cual tiene una incidencia considerable en los procesos cerebrales y 
funciones cognitivas. El hallazgo de inhibidores de esta enzima resulta de gran importancia 
para la medicina, por tal motivo es considerada un blanco terapéutico para el tratamiento de 
esta enfermedad.
85,86
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Se han descripto varios métodos autográficos para la búsqueda de inhibidores de esta 
enzima a partir de mezclas; los dos más tradicionales son el desarrollado por el grupo de 
Verpoorte
87
 y el desarrollado por el grupo de Hostettmann.
60
 El ensayo desarrollado por 
Hostettmann y colaboradores se basa en la hidrólisis de acetato de naftilo catalizada por la 
enzima acetilcolinesterasa. El naftol producto de esta hidrólisis reacciona con Fast Blue B 
generando un derivado coloreado (Figura 8). 
 
Figura 8. Reacción de detección de actividad de la enzima acetilcolinesterasa (Método de Hostettmann). 
El ensayo consiste en el rociado de una solución de la enzima sobre la placa 
cromatográfica que, luego de un período de incubación, es seguido por la aplicación por 
rociado de una solución de acetato de naftilo y Fast Blue B. Los compuestos inhibidores se 
observan como puntos claros en una matriz púrpura. Para biomonitorear las propiedades 
inhibitorias de acetilcolinesterasa de los extractos modificados utilizamos este ensayo 
autográfico con algunas modificaciones introducidas por el grupo,
88
 las cuales consisten en 
rociar inicialmente la placa con una solución de acetato de naftilo y Fast Blue B y en depositar 
a continuación una solución acuosa de enzima y agar (inmovilización de la enzima en un gel 
de agar). Finalmente, el sistema se deja a temperatura ambiente hasta que el gel se colorea de 
violeta. 
1.5.5 Detección de actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa 
La enzima xantina oxidasa (XO) cataliza la oxidación de hipoxantina a xantina y de 
xantina a ácido úrico, generándose las especies reactivas de oxígeno anión radical superóxido 
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y peróxido de hidrógeno. Estas especies están asociadas a patologías tales como inflamación, 
aterosclerosis, cáncer, etc.
89,90,91
 Algunas de estas patologías se encuentran asociadas a niveles 
de XO superiores al normal, por lo que una forma de tratarlas sería la inhibición del proceso 
catalizado por esta enzima. 
La autografía sobre placa delgada para detectar inhibidores de la enzima XO consiste 
en depositar sobre una placa cromatográfica una solución que contiene una mezcla de la 
enzima, un agente gelificante (agar) y el revelador NBT.
67
 Una vez que se forma el gel la 
placa se incuba y posteriormente se sumerge en una solución del sustrato xantina. Después de 
unos minutos, el gel toma una coloración violeta dada por un compuesto del tipo formazán, el 
cual se genera por la reducción del NBT debido a la acción del superóxido que se genera en el 
proceso catalítico (Figura 9). Los compuestos inhibidores se observan como puntos claros en 
una matriz violeta. 
 
Figura 9. Oxidación de xantina a ácido úrico catalizada por la XO y subsecuente 
detección del O2
.-
 generado con NBT. 
Si bien el O2
.-
 es un buen indicador de la actividad de la XO, su utilización puede 
llevar a falsos positivos: un compuesto presente en la placa cromatográfica que sea capaz de 
reaccionar con O2
.-
 a una velocidad similar o mayor que NBT también quedara evidenciado 
como una mancha clara. En este caso, el halo observado no correspondería a una disminución 
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de la actividad enzimática sino a una disminución de la cantidad de
 
O2
.-
 del medio de 
reacción. Para poder diferenciar estas actividades se utiliza como control el ensayo para 
antioxidantes captadores de superóxido basado en riboflavina mencionado en la Sección 
1.5.2. 
1.5.6 Detección de actividad inhibitoria de la enzima tirosinasa 
La tirosinasa o polifenol oxidasa (PPO) es una enzima bifuncional cuprífera 
ampliamente distribuida en microorganismos, plantas y animales que cataliza la producción 
de melanina y otros pigmentos, por oxidación de L-tirosina.
92
 En su primera reacción, 
actividad monooxigenasa (cresolasa), la enzima cataliza la hidroxilación de un sustrato 
fenólico en la posición orto al grupo hidroxilo. En una segunda reacción, actividad oxidasa 
(catecolasa), el compuesto o-hidroxi es oxidado a su derivado o-quinona. Estos derivados a su 
vez, sufren una serie de reacciones químicas y enzimáticas y finalmente polimerizan.
93
 
La tirosinasa es conocida por ser una enzima clave en la biosíntesis de melanina, la 
cual es la responsable de la coloración del cabello y la piel en mamíferos. Diversos trastornos 
dermatológicos, tales como melasma, manchas de la edad y sitios de daño actínico, surgen a 
partir de la acumulación de un nivel excesivo de pigmentación epidérmica.
94
 Además ha 
despertado gran interés la implicancia de la melanina en el melanoma maligno, un tipo de  
tumores cutáneos de alto índice de mortalidad. La tirosinasa es también responsable del 
pardeamiento enzimático indeseado de frutas y verduras
95
 que se produce durante la 
senescencia
i
 o luego de daños en el momento de la manipulación post-cosecha, lo que hace 
que la identificación de nuevos inhibidores de tirosinasa sea importante para mantener la 
calidad de estos alimentos hasta la llegada al consumidor. Por otro lado, la tirosinasa también 
estaría involucrada en la cicatrización de heridas, en la encapsulación de parásitos y en la 
esclerotización en insectos.
96
 
Por todo esto, el descubrimiento de nuevos inhibidores de tirosinasa resulta atractivo 
por sus potenciales aplicaciones para la mejora del valor nutricional y la calidad de alimentos, 
                                                 
i
 Referido a la última etapa del desarrollo vegetal, es un proceso que se caracteriza por presentar una 
tasa de respiración más acelerada, una menor eficiencia fotosintética, y una disociación o desarmamiento de las 
macromoléculas que componen las células vegetales, lo cual le permite a la planta recuperar nutrientes desde 
células que han alcanzado el final de vida útil para así distribuirlos a otros órganos florales que demandan 
energía. 
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el control de plagas de insectos, la prevención y el tratamiento de desórdenes de pigmentación 
y de otros problemas de salud relacionados con la melanina en humanos. Sin embargo, sólo 
algunos agentes antimelanogénicos, como ácido kójico y arbutina, están hoy en día 
disponibles comercialmente. Los mismos poseen elevada toxicidad celular y baja estabilidad 
frente al oxígeno y al agua, lo que limita sus aplicaciones.
94
  
Hasta el momento se ha reportado solamente una autografía para la detección de 
inhibidores de tirosinasa.
64
 En nuestras manos, la misma presentó bajas reproducibilidad y 
resolución de los halos de inhibición, y alta dificultad operativa. Esto nos llevó a desarrollar 
un ensayo autográfico sobre placa delgada para la detección de inhibidores de la enzima 
tirosinasa, que sea de más fácil aplicación. 
1.5.7 Detección de inhibidores de la actividad reguladora de la virulencia de 
Salmonella (represión del sistema PhoP/PhoQ). 
En este ensayo bioautográfico se utiliza una cepa de Salmonella conteniendo una 
fusión transcripcional LacZ a un gen activado phoP, que permite evaluar si los compuestos 
presentes en las mezclas producen la expresión o represión del sistema phoP/phoQ. Este 
sistema regulatorio controla la expresión de numerosos fenotipos de patogenicidad. Para el 
desarrollo se utilizó una cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium con una fusión 
transcripcional del gen lacZ a un gen virK representativo del PhoP activo. Los compuestos 
que reprimen el sistema PhoP/PhoQ disminuirán la expresión del reportero lacZ y por lo tanto 
la producción de β-galactosidasa.  
El fundamento químico de este ensayo es la hidrólisis catalizada por β-galactosidasa 
del sustrato 5-bromo-4-cloro-indoil-β-D-galactopiranósido, la cual se produce bajo 
condiciones de desarrollo normal de la bacteria (sistema PhoP/PhoQ no inhibido), luego el 
producto de esta reacción se dimeriza y oxida espontáneamente generando un producto 
coloreado celeste, el 5,5’‐dibromo‐4,4’‐dicloro‐indigo. Inhibidores del sistema PhoP/PhoQ de 
Salmonella inhibirán la producción de β-galactosidasa y por lo tanto del producto coloreado, 
por lo que son detectados como halos incoloros en una matriz celeste (Figura 10).  
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Figura 10.  Reacción de detección de inhibidores de la actividad reguladora de la virulencia de Salmonella. 
  
  
 
 
  
 
2. OBJETIVOS 
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2.1  Objetivos generales 
 
Continuar con el desarrollo de condiciones de preparación y de análisis de extractos 
modificados químicamente como fuente de compuestos semisintéticos bioactivos. 
2.2  Objetivos específicos 
 
- Modificación química de extractos a través de reacciones de halogenación. 
- Evaluación del impacto de las reacciones sobre la composición química de los 
extractos por métodos cromatográficos, espectroscópicos o combinaciones de éstos. 
- Evaluación del impacto de las reacciones sobre las propiedades biomoleculares de las 
mezclas. 
- Aislamiento bioguiado y elucidación estructural de compuestos semisintéticos 
halogenados activos. 
 
  
  
 
 
  
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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3.1 Desarrollo de nuevas herramientas autográficas para detección de 
inhibidores enzimáticos 
Como se mencionara en la Sección 1.5, los ensayos autográficos son herramientas de 
gran utilidad para evaluar la actividad biológica de mezclas complejas y para guiar el 
aislamiento de compuestos bioactivos presentes en esas mezclas.  
La principal dificultad en el desarrollo de este tipo de ensayos enzimáticos es 
encontrar las condiciones adecuadas para lograr buena reproducibilidad y homogeneidad de 
color, buena definición de halos y ausencia de resultados falsos (positivos o negativos). Estos 
problemas suelen tener origen en distintos factores, principalmente relacionados con la 
estrategia utilizada para depositar tanto la enzima como el sustrato sobre el soporte sólido 
(principalmente rociado sobre la CCD). Por lo cual en esta sección se estudian las ventajas del 
uso de geles como soportes enzimáticos para resolver en parte estos problemas. 
Por otra parte, el desarrollo de este tipo de ensayos suele implicar la evaluación  
simultánea del efecto de numerosas variables (pH; tiempo y temperatura de incubación, 
concentración de sustrato y de enzima, etc). Tradicionalmente, durante la etapa de puesta a 
punto de estos ensayos se utiliza el método OVAT (una variable a la vez del inglés One 
Variable At a Time), el cual suele requerir numerosos experimentos para llegar al óptimo 
deseado. Por lo que para llevar a cabo el desarrollo de nuevas herramientas autográficas, se 
decidió utilizar diseño experimental y métodos de optimización multicriterio (Métodos de 
Superficie de Respuesta y uso de funciones de deseabilidad), con el objetivo de aumentar la 
sensibilidad de los ensayos y de disminuir el límite de detección para inhibidores conocidos 
de las enzimas realizando un mínimo número de experimentos. Además, estas herramientas 
permiten diseñar criteriosamente los experimentos a desarrollar y predecir máximos 
absolutos, provenientes de un compromiso entre las variables evaluadas, en vez de máximos 
relativos obtenidos por los métodos clásicos. 
3.1.1 Desarrollo de un ensayo autográfico para detección de inhibidores de 
tirosinasa 
Por lo explicado en la Sección 1.5.6 el descubrimiento de nuevos inhibidores de 
tirosinasa resulta atractivo por sus potenciales aplicaciones para la mejora del valor 
nutricional y la calidad de alimentos, el control de plagas de insectos, la prevención y el 
tratamiento de desórdenes de pigmentación y de otros problemas de salud relacionados con la 
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melanina en humanos. Sin embargo, sólo algunos agentes antimelanogénicos, como ácido 
kójico y arbutina, están hoy en día disponibles comercialmente. Los mismos poseen elevada 
toxicidad celular y baja estabilidad frente al oxígeno y al agua, lo que limita sus 
aplicaciones.
94
  
Hasta el momento de comienzo de este trabajo de tesis, se había reportado solamente 
un ensayo autográfico para la detección de inhibidores de tirosinasa.
64
 En nuestras manos, el 
mismo presentó baja reproducibilidad y resolución de los halos de inhibición, y alta dificultad 
operativa. Esto nos llevó a desarrollar un ensayo autográfico sobre placa delgada para la 
detección de inhibidores de la enzima tirosinasa, que sea de más fácil aplicación. 
En términos generales el desarrollo de un ensayo autográfico enzimático demanda: 
una pareja sustrato/producto que permita detectar colorimétricamente la presencia de 
actividad enzimática (con o sin agregado de colorante) y mantener la actividad de la enzima 
sobre la placa cromatográfica por el tiempo necesario para catalizar la formación de suficiente 
producto para ser detectado. 
3.1.1.1 Selección de un sustrato apropiado 
Existen varias formas de detectar la actividad enzimática de tirosinasa, entre las cuales 
podemos mencionar a las mediciones colorimétricas, manométricas, cronométricas, 
radiométricas, electroquímicas (basada en la detección del consumo de oxígeno) y la medida 
de la corriente de oxidación de L-DOPA y L-tirosina. 
La detección colorimétrica de actividad de tirosinasa es la más apropiada para un 
formato autográfico debido a que en este formato de ensayos es necesario observar a simple 
vista un cierto contraste entre el color del sustrato y el color del o de los productos generados 
por la acción catalítica de la enzima. Esto implica que al menos uno de ellos (sustrato, 
producto/s o sus derivados) debe poseer una longitud de onda de absorción en el rango del 
visible (380 a 780 nm). 
Se han descripto numerosos sustratos para la enzima tirosinasa,
97
 pero en su  mayoría 
los productos obtenidos absorben a longitudes de onda menores a 400 nm. Dentro de los 
escasos sustratos que dan lugar a la formación de productos coloreados se encuentran dos de 
sus sustratos naturales: L-tirosina y L-DOPA. Estos son sustratos para la actividad cresolasa 
(hidroxilación de monofenoles) y catecolasa (oxidación de difenoles a quinonas), 
respectivamente. El producto obtenido a partir de ambos sustratos es la misma misma o-
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quinona debido a que L-DOPA es producto de la primera reacción y sustrato de la segunda 
(Figura 11). Esta o-quinona, dopaquinona, se transforma espontáneamente en dopacromo que 
absorbe a 480 nm,
98
 por lo tanto L-tirosina como L-DOPA serían sustratos atractivos para el 
desarrollo de un ensayo autográfico. En los ensayos siguientes se utilizó como sustrato a la L-
tirosina. 
Figura 11. Reacciones catalizadas por la enzima tirosinasa a partir de su sustrato natural L-tirosina. 
3.1.1.2 Selección de condiciones para la reacción enzimática sobre la placa 
cromatográfica 
Dentro de los principales métodos de aplicación de enzimas sobre CCD se encuentran 
el rociado directo sobre la placa cromatográfica de una solución de la enzima y la 
inmovilización por atrapamiento físico en un gel. El primero de estos métodos consiste en 
rociar la placa cromatográfica con una solución de la enzima en un buffer apropiado y ha sido 
utilizado para el desarrollo de la autografía reportada para inhibidores de tirosinasa.
64
 Esta 
forma de agregado de enzima es rápida y sencilla pero suele presentar problemas de 
reproducibilidad principalmente relacionados al rociado de un medio acuoso sobre la placa. 
Por un lado, resulta difícil aplicar una capa homogénea de una solución o suspensión sobre la 
placa cromatográfica de manera reproducible. Además, el rociado de un medio acuoso suele 
producir una pérdida de resolución de los halos, cuyos bordes se vuelven difusos. 
El uso de geles de agar en ensayos sobre placas cromatográficas tiene como 
antecedentes las bioautografías destinadas a medir actividad antimicrobiana.
99
 Su utilización 
en autografías enzimáticas es más reciente y sólo encuentra dos ejemplos. En uno de ellos la 
enzima xantina oxidasa fue inmovilizada en geles de agar o de agarosa
67
y en el otro la enzima 
β-glucosidasa fue inmovilizada en gel de agar.65 Cuando se utiliza esta estrategia de 
aplicación, la enzima es depositada sobre la placa cromatográfica como una suspensión que 
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contiene también un agente gelificante, por lo que se forma un gel de entre 1 y 2 mm de 
espesor. Dentro de las ventajas de este método pueden mencionarse la posibilidad de utilizar 
menor cantidad de enzima y la mayor facilidad para lograr aplicaciones homogéneas de la 
enzima sobre la superficie de la placa cromatográfica, permitiendo conocer la concentración 
de enzima por unidad de área de placa. Además, generalmente se observa mayor resolución 
de los halos de inhibición debido a que se evita el rociado de la placa cromatográfica con un 
buffer acuoso. La utilización de agar como agente gelificante tiene las ventajas de su bajo 
costo y de la excelente estabilidad de sus geles. Por otro lado presenta como desventajas la 
necesidad de someter a la enzima a un cierto estrés térmico y la falta de adherencia que 
presentan sus geles frente a superficies hidrofóbicas. 
Los poloxámeros son copolímeros de tres bloques no iónicos compuestos de una 
cadena central hidrofóbica de polioxipropileno (poli (óxido de propileno)) con dos cadenas 
hidrofílicas de polioxietileno (poli (óxido de etileno)) en sus extremos. La presencia de estos 
bloques da lugar a moléculas con la capacidad de formar micelas dependientes de la 
temperatura. La formación de micelas permite la solubilización de compuestos hidrofóbicos,  
por lo que estos copolímeros resultan atractivos para la disolver compuestos poco solubles en 
agua. Las soluciones acuosas de poloxámero 407 en concentraciones de 20 % P/V o 
superiores, presentan un  interesante comportamiento de gelificación termorreversible. Son 
soles por debajo de la temperatura ambiente y se convierten en geles a temperatura corporal 
(37,2 ºC). Además, se ha reportado que los poloxámeros presentan efectos positivos en la 
conservación de enzimas frente a estrés alcalino, dificultan su agregación y aumentan de su 
estabilidad térmica. 
Inicialmente se compararon el rociado directo y la aplicación de geles como métodos 
para depositar sobre una placa cromatográfica una cantidad de enzima tirosinasa suficiente 
para producir la oxidación de cantidades detectables del sustrato L-tirosina (Figura 12). 
Además se sembraron sobre las placas cromatográficas distintas concentraciones de dos 
inhibidores conocidos (hidroquinona y ácido kójico, Figura 12a) para evaluar, además de la 
coloración, el contraste generado y la definición de los halos.  
Para la aplicación de la enzima por rociado directo utilizando L-tirosina como sustrato 
se siguió el protocolo del método reportado por Wangthong y col. 
64
 Paralelamente, se evaluó 
el atrapamiento de la enzima en dos sistemas gelificantes, una solución de poloxámero 407 y 
una solución de agar. En el caso de atrapamiento en gel las concentraciones finales de enzima 
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y de sustrato en el gel fueron iguales que las concentraciones de las soluciones utilizadas en 
los ensayos por rociado directo. Asimismo el volumen de gel usado en ambos casos es el 
mismo que el volumen de solución rociada en el otro formato de ensayo para que los tres 
procedimientos sean comparativos.  
Si bien la coloración obtenida cuando la enzima se roció directamente sobre la placa 
(Figura 12b) fue mayor que cuando la enzima se inmovilizó en alguno de los geles (Figura 
12c y d), el rociado produjo menor contraste y halos más difusos, dificultando la visualización 
de los inhibidores. El uso de poloxámero 407 (Figura 12c) dio lugar a la formación de geles 
más intensamente coloreados y halos con mayor definición y contraste que aquellos en los 
que se utilizó agar (Figura 12d), sin embargo las autografías utilizando agar resultaron 
operativamente más sencillas y los geles de agar mostraron mayor robustez frente al 
manipuleo. Además, como puede observarse en la Figura 12d, la coloración del gel es más 
uniforme lo cual aumenta la reproducibilidad del ensayo. Esto nos llevó a proseguir con la 
aplicación de la enzima inmovilizada por atrapamiento en gel de agar. 
 
Figura 12. Evaluacion de soportes para tirosinasa. (a) Esquema de siembra de 
inhibidores en la placa cromatográfica; (b) ensayo con aplicación por rociado; (c) 
ensayo con gel de poloxámero 407 y (d) ensayo con gel de agar. Todas las imágenes 
fueron capturadas a los 20 minutos de exposición. 
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3.1.1.3 Diseño experimental de fase screening y de fase optimización 
Los modelos de diseño experimental son modelos estadísticos clásicos cuyo objetivo 
es averiguar si determinados factores influyen en una variable de interés y, en el caso de 
existir influencia de algún factor, cuantificar dicha influencia. Se define como factor a toda 
aquella variable que puede controlarse para estudiar su efecto sobre un proceso o producto 
que tiene (o podría tener) influencia sobre las características analizadas. Se define como 
respuesta, a ciertas características del proceso o producto a ser optimizado, por lo tanto es una 
variable que describe el desempeño del sistema en estudio. 
Es esperable que la sensibilidad y el límite de detección del ensayo autográfico a 
desarrollar dependan de varios factores, por lo que el estudio simultáneo de todos los 
potenciales factores resulta complejo. Por lo tanto, se construyó un diseño experimental 
Plackett-Burman. Este es un diseño completamente ortogonal que en casos como este, en los 
que el número de variables es potencialmente elevado, reduce substancialmente el número 
mínimo de experimentos requeridos.
100
 Su condición de completa ortogonalidad entre las 
variables y el número reducido de experimentos cuando se trabaja con muchos factores hacen 
ventajoso a este tipo de diseño con respecto a otros diseños de screening (factoriales 
completos, factoriales fraccionarios y Taguchi).
101
 
En el diseño de Plackett-Burman cada factor se coloca a 2 niveles y el número de 
experimentos N es múltiplo de 4. Las variables pueden ser de tipo cualitativa o cuantitativa. 
Los niveles se denotan como -1 y +1; pudiendo escribirse en forma simplificada como (-) y 
(+). La construcción de la matriz resulta sencilla: en la mayoría de los casos la primera línea 
de signos ya está dada y las restantes líneas se obtienen mediante permutaciones cíclicas sobre 
cada columna, excepto la última, en la cual se introducen todos con signo menos (-).  
Utilizando este diseño se determinaron los principales factores que afectan a la 
sensibilidad y al límite de detección del ensayo autográfico enzimático, para luego evaluar, en 
la etapa de optimización, sólo aquellos factores que hayan resultado ser significativos para las 
respuestas seleccionadas. 
3.1.1.4  Definición de respuestas a evaluar 
Con el objeto de evaluar la sensibilidad y el límite de detección, se definieron cinco 
indicadores de respuesta: DOI1, DOI2, DOI3, K y UD. Los indicadores DOI1, DOI2 y DOI3 
fueron definidos como la Densidad Óptica Integrada (DOI) obtenida para 500, 250 y 
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125 ng/punto de ácido kójico, respectivamente (Figura 13a). Estos indicadores dan cuenta de 
la intensidad de la señal producida por concentraciones conocidas del inhibidor de referencia 
y de cómo ésta varía al cambiar las concentraciones. La respuesta K es la pendiente de la recta 
de regresión obtenida a partir de la siembra en punto de cantidades decrecientes del inhibidor 
de la enzima y revelada con el medio revelador enzimático (Figura 13b). Esta pendiente da 
cuenta de la dependencia de la respuesta obtenida con respecto a la concentración. Cuanto 
mayor es esta pendiente, mejor es el método para diferenciar diferentes concentraciones de 
inhibidor. Por su parte la respuesta UD es el Umbral de Detección, definido como la cantidad 
de inhibidor a la cual la señal es igual a 0 y da idea de cuál es la mínima cantidad de inhibidor 
para la cual se podría esperar una señal. 
 
Figura 13. (a) Densidad óptica para cada siembra en punto de ácido kójico medidos utilizando el programa Gel-
Pro Analyzer .y (b) Gráfico de regresión lineal para la obtención de las respuestas K y UD. 
La medición de la señal correspondiente para cada concentración de inhibidor se 
realizó utilizando el programa de análisis de imágenes Gel-Pro Analyzer. La señal medida es 
la DOI, cuyas unidades son Nivel de gris x pixel
2 
en función de la cantidad de inhibidor ácido 
kójico (Tabla 1).  
Tabla 1. Valores obtenidos a partir del programa de análisis digital de imágenes. 
Cantidad de ácido kójico [ng]  DOI [NG x pixel2] 
500 47404 
250 23808 
125 11947 
62,5 4232 
31,25 1947 
15,625 564 
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3.1.1.5 Fase screening de factores significativos 
En una primera etapa fueron analizados 4 factores cuantitativos a 2 niveles: 
concentración de enzima (4 y 8 U/cm
2 
de tirosinasa), concentración de sustrato (60 y 
100 nmol/cm
2
 de L-tirosina), tiempo de incubación (20 y 40 minutos) y temperatura de 
incubación (20 y 40 °C). El rango en el cual se evaluaron los factores se seleccionó en función 
del previo conocimiento del sistema en estudio.
64
 Como se comentó anteriormente, para esta 
etapa se utilizó un diseño experimental Plackett-Burman, consistiendo en 12 experimentos 
realizados en orden aleatorio, como se muestra en la Tabla 2. 
Tabla 2. Diseño Experimental Plackett-Burman (a) Factores: Cantidad de tirosinasa (A), Cantidad de L-tirosina 
(B), Temperatura de incubación (C) y Tiempo de incubación (D). (b) Respuestas: pendiente de la recta de 
regresión lineal (K), umbral de detección (UD), Densidad Óptica Integrada (DOI) obtenida para 500 (IOD1), 250 
(IOD2) y 125 (IOD3) ng/punto de ácido kójico. 
 Factores
a
 Respuestas
b
 
Experimento A B C D K UD IOD3 IOD2 IOD1 
 U/cm2 nmol/cm2 ºC Minutos 
NG x 
pixel2/ng 
ng NG x pixel2 NG x pixel2 NG x pixel2 
1 4 60 40 40 87,29 15,07 7834,8 22543,0 41734 
2 8 60 20 20 103,86 20,62 9537,6 23957,0 49984 
3 4 100 40 20 49,37 7,50 5663,6 12659,0 24022 
4 8 60 40 40 96,50 7,38 10477,0 24833,0 47049 
5 8 100 20 40 91,49 113,00 4509,5 7416,8 37111 
6 8 100 40 20 44,56 42,76 4661,5 7737,3 20871 
7 8 100 20 40 64,90 85,26 4108,3 8398,0 27682 
8 4 60 20 20 44,61 13,58 4661,5 10839,0 20871 
9 4 100 40 40 49,77 23,41 4975,3 10733,0 23990 
10 4 60 20 40 81,67 11,74 8957,7 20613,0 39393 
11 4 100 20 20 49,27 11,58 4752,0 12901,0 23694 
12 8 60 40 20 86,87 7,11 9677,3 20676,0 42663 
 
De la prueba ANOVA aplicada a los valores obtenidos experimentalmente, se puede 
concluir que la concentración de enzima y la concentración de sustrato son factores 
significativos (p<0,05), por lo que deben ser consideradas en la etapa posterior de 
optimización. Al contrario, el tiempo y la temperatura de incubación no afectan 
significativamente las respuestas en los rangos estudiados (p>0,05) por lo cual en la etapa de 
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optimización siguiente se utilizaran valores de estos factores que resulten convenientes y 
disminuyan el tiempo y la complejidad del ensayo. 
3.1.1.6 Fase de optimización 
Una vez establecido que la cantidad de tirosinasa y de L-tirosina influyen de manera 
significativa en las 5 respuestas analizadas, se llevó a cabo un procedimiento de optimización 
sistemático utilizando Métodos de Superficie de Respuesta (MSR). El objetivo de este paso de 
optimización es evaluar la relación entre las respuestas y los dos factores identificados como 
significativos, y de esta forma estimar los valores que deberán tomar estos factores para 
obtener valores  máximos de K, DOI1, DOI2 y DOI3 y mínimo de UD. 
 Con este objetivo se utilizó un diseño central compuesto. El diseño central compuesto 
es el experimento diseñado de superficie de respuesta que más se utiliza. Este diseño fue 
presentado por Box y Wilson. Los diseños centrales compuestos son un diseño factorial o 
factorial fraccionado con puntos centrales (puntos centrales y factoriales), ampliado con un 
grupo de puntos axiales (también llamados puntos estrella) que permiten estimar la curvatura 
(Figura 14). Las réplicas del centro contienen información acerca de la curvatura de la 
superficie, si la curvatura es significativa, los puntos axiales adicionales permiten obtener una 
estimación eficiente de los términos cuadráticos. Se puede utilizar un diseño central 
compuesto para estimar eficientemente los términos de primer orden y segundo orden. 
 
Figura 14. Diagrama de diseño central compuesto para dos factores. 
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Para este caso en particular, el diseño consistió en 13 experimentos (2
2
 = 4 puntos de 
dos factores a dos niveles, 2 × 2 = 4 puntos axiales y un punto central quintuplicado) (Tabla 
3). Los cuales fueron combinaciones de las variables independientes (factores significativos 
seleccionados en la sección anterior) en los siguientes rangos: 
- concentración de L-tirosina 40-100 nmol/cm
2
 y 
- concentración de tirosinasa 4-8 U/cm
2
.  
Por otro lado el tiempo y la temperatura de incubación seleccionados fueron de 20 
minutos y 20 °C, respectivamente. Todos los experimentos fueron realizados en un orden 
aleatorio con el objetivo de minimizar los efectos de factores no controlados que pueden 
introducir una tendencia en las medidas. 
Tabla 3. Diseño central compuesto con 5 réplicas centrales (a) Factores: Cantidad de tirosinasa (A) y Cantidad 
de L-tirosina (B). (b) Respuestas: pendiente de la recta de regresión lineal (K), umbral de detección (UD), 
Densidad Optica Ingrada (DOI) obtenida para 500 (IOD1), 250 (IOD2) y 125 (IOD3) ng/punto de ácido kójico. 
Experimento 
Factores
a
 Respuestas
b
 
A B K UD IOD3 IOD2 IOD1 
U/cm
2
 nmol/cm
2
 NG x pixel
2
/ng ng NG x pixel
2 
NG x pixel
2 
NG x pixel
2 
1 6,00 27,6 71,61 14,76 8331,1 15010 35510 
2 8,00 40,0 93,23 11,70 10187,0 22653 45410 
3 6,00 112,0 97,31 4,26 11933,0 24148 48114 
4 4,00 40,0 64,03 11,73 7132,8 16546 30723 
5 6,00 70,0 87,15 66,96 10502,0 21630 42783 
6 8,00 100,0 93,51 51,36 11550,0 22339 46485 
7 3,17 70,0 50,77 9,59 5432,5 12876 24695 
8 8,83 70,0 106,11 10,98 11653,0 24682 50055 
9 6,00 70,0 97,52 6,07 11288,0 23556 48347 
10 6,00 70,0 92,47 4,62 13458,0 26446 49262 
11 6,00 70,0 90,52 9,39 10818,0 22274 44143 
12 4,00 100,0 57,85 3,89 6820,8 14420 28650 
13 6,00 70,0 97,47 10,43 11947,0 23808 47404 
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La respuesta UD para los 13 experimentos fue ajustada a un modelo lineal, mientras 
que las respuestas K, DOI1, DOI2 y DOI3, se ajustaron a un modelo cuadrático. Los 
coeficientes de estos modelos fueron calculados por regresión múltiple manual validada por 
un análisis de la variancia (ANOVA). Estos modelos fueron los elegidos porque presentaron 
bajos valores de desviación estándar y adecuados valores de R
2
 indicando una buena relación 
entre los valores obtenidos experimentalmente y los modelos ajustados a pesar de que los 
métodos utilizados para realizar las mediciones poseen una gran dispersión intrínseca (Tabla 
4). 
Tabla 4. Resumen parámetros estadísticos de ajuste a los modelos para UD, K, DOI1, DOI2 y DOI3. 
 UD K DOI1 DOI2 DOI3 
desviación estándar 
 (CV%) 
1,95  
(23,19) 
7,18  
(8,49) 
3433,56 
 (8,24) 
2504,59 
 (12,04) 
1066,58 
 (10,58) 
R
2
 0,741 0,901 0,919 0,816 0,888 
 
En la Figura 15 pueden visualizarse los modelos de ecuación predichos mediante los 
gráficos de superficie de respuesta, los cuales son gráficos teóricos tridimensionales 
mostrando la relación entre una respuesta y las variables independientes. Las respuestas  
DOI1, DOI2 y DOI3 presentan valores máximos en las regiones del diseño donde las 
cantidades de enzima y de sustrato son altas (Figura 15a-c). La dependencia de estos tres 
indicadores con respecto a la concentración de enzima fue muy similar, aunque aparentemente 
la disminución de la respuesta al disminuir la concentración de sustrato es algo menos 
marcada a medida que aumenta la concentración de ácido kójico. La superficie observada 
para la pendiente K fue muy similar a las de DOIs, presentando un valor máximo en la region 
del diseño donde las cantidades de enzima y de sustrato son altas (Figura 15d). Sin embargo 
el UD presenta su mínimo valor cuando la cantidad de enzima es baja y cantidad de sustrato 
es alta. 
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Figura 15. Gráficos de superficie de respuesta de: (a) IOD1, Densidad Óptica Integrada obtenida para 
500 ng/punto de ácido kójico, (b) IOD2, Densidad Óptica Integrada obtenida para 250 ng/punto de ácido kójico, 
(c) IOD3, Densidad Óptica Integrada obtenida para 125 ng/punto de ácido kójico, (d) K, pendiente de la recta de 
regresión lineal, (e) UD, umbral de detección.  
En los casos en los que el análisis incluye a una sola respuesta, el simple análisis de la 
superficie generada para esta respuesta permite identificar regiones de la superficie de 
respuesta en las que el proceso evaluado es probable que presente resultados deseables. Sin 
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embargo, cuando se pretende evaluar más de una respuesta, es necesario introducir una 
función que represente a todas las respuestas: la deseabilidad. Esta función de deseabilidad 
debe incluir las prioridades y los indicadores deseados por el analista en la construcción del 
proceso de optimización. Esta función puede ser uni o bilateral, dependiendo de si cada una 
de las respuestas tiene que ser maximizada o minimizada, o tiene un valor objetivo asignado. 
Cuando éste es el caso, el procedimiento involucra la creación de una función de deseabilidad 
(di) para cada respuesta individual y posteriormente la creación de una función de 
deseabilidad global (D) que debe ser maximizada eligiendo las mejores condiciones para las 
variables del diseño. Esta función D varía entre 0 (Valor totalmente no deseado) y 1 (todas las 
respuestas están en un rango deseado simultáneamente), y está definida por la ecuación 
siguiente: 
D= {d1 x d2 x d3 x …x dm} 
1/m 
Donde d1,…, dm corresponden a las funciones de deseabilidad individuales (di) para 
cada respuesta a ser optimizada. 
En nuestro caso, las cinco respuestas (UD, K, DOI1, DOI2 Y DOI3) fueron optimizadas 
simultáneamente usando una función de deseabilidad. La Tabla 5 muestra los criterios que 
fueron seguidos para la optimización de las respuestas individuales. Como se puede ver, se 
consideró deseable que todas las respuestas fueran máximas con excepción de la respuesta 
UD, que se desea que tenga el menor valor posible. 
Tabla 5. Criterios para la optimización de las respuestas individuales. 
Respuesta/Factor Objetivo Límite inferior Límite superior 
Cantidad de tirosinasa (U/cm
2
) dentro del rango 4 8 
Cantidad de L-tirosina (nmol/cm
2
) dentro del rango 40 100 
UD (ng) mínima 3,894 14,758 
K (NG x pixel
2
/ng) máxima 50,765 106,11 
DOI1 ( NG x pixel
2
) máxima 24695 50055 
DOI2 (NG x pixel
2
) máxima 12876 26446 
DOI3 (NG x pixel
2
) máxima 5432,5 13458 
 
Siguiendo las restricciones y las condiciones previamente definidas se llevó a cabo el 
proceso de optimización y se obtuvo el gráfico para la función de deseabilidad global en 
función de las dos variables independientes evaluadas. Como se puede observar en la Figura 
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16, cuando aumentan la concentración de enzima y de sustrato, la función global de 
deseabilidad (D) adquiere valores mayores. 
 
Figura 16. Gráfico de Superficie de Respuesta correspondiente a la deseabilidad global (D) en función de las 
variables independientes en estudio. 
Las condiciones experimentales correspondientes al máximo en la función de 
deseabilidad (D=0,911) son: 99,4 
 
nmol/cm
2
 de L-tirosina y 7,76 U/cm
2 
de tirosinasa. Los 
valores para las correspondientes respuestas individuales para el valor anterior de deseabilidad 
son: UM= 5,154 ng, K=102,172 NG x pixel2/ng, DOI1=50149,8 NG x pixel
2
, DOI2= 24736,18 
NG x pixel
2
 y DOI3=12459,84 NG x pixel
2
.  
3.1.1.7 Verificación experimental 
Las condiciones óptimas predichas para el ensayo fueron verificadas por experimentos 
adicionales independientes, realizando las curvas por triplicado. En estos experimentos se 
utilizaron las cantidades de enzima y sustrato indicadas por el máximo de la función de 
deseabilidad (99,4 nmol/cm
2
 de L-tirosina y 7,76 U/cm
2 
de tirosinasa).  
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6, donde puede observarse que las 
diferencias encontradas entre valores predichos y los valores experimentales están dentro del 
rango de la desviación estándar propia del método. 
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Tabla 6. Resumen valores predichos y valores experimentales 
Respuesta Valor predicho Valor experimental 
UM [ng] 5,15 5,50 ± 0,58 
K (NG x pixel
2
/ng) 102,17 102,20 ± 1,02 
DOI1 (NG x pixel
2
) 50149,80 50468,30  ± 390,73 
DOI2 (NG x pixel
2
) 24736,18 24150,01 ± 749,17 
DOI3 (NG x pixel
2
) 12459,84 12733,00  ±  603,39 
 
De lo antes expuesto, se puede concluir que los valores obtenidos experimentalmente 
son congruentes con los valores predichos por el programa Design-Expert. 
3.1.1.8 Aplicabilidad del ensayo para detección de inhibidores de tirosinasa en mezclas 
complejas 
Con el fin de probar la aplicabilidad del ensayo para la localización de compuestos 
activos en una matriz compleja, se investigó la presencia/ausencia de un inhibidor conocido 
de la enzima, como es el ácido kójico, en una matriz compleja dada por extractos vegetales no 
inhibidores de la enzima.  
Para la evaluación se sembraron 3 calles en una placa cromatográfica. En una calle se 
sembró ácido kójico, en la segunda calle se sembró una mezcla de ácido kójico y la matriz 
(0,1 % P/P de ácido kójico) y por último en una tercera calle se sembró solamente la matriz. 
Como matriz inactiva se utilizó una fracción diclorometánica de un extracto metanólico de 
Calamagrostis viridiflavescens (Poir.) Steud. que mostró por CCD la presencia de una 
variedad interesante de componentes incluyendo manchas con comportamiento 
cromatográfico similar al ácido kójico. Esta placa cromatográfica fue desarrollada y 
posteriormente fue revelada utilizando luz UV, diferentes reveladores químicos y utilizando 
las condiciones experimentales verificadas en la sección anterior para la autografía con 
tirosinasa (Figura 17). 
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Figura 17. Siembras: 0,1 µg de ácido kójico (I), 100 µg de fracción diclorometánica de C. viridiflavescens con  
0,1 μg de ácido kójico (II) y 100 µg de fracción diclorometánica de C. viridiflavescens (III). (a) Detección bajo 
luz UV254 nm (b) Detección bajo luz UV365 nm (c) Revelado con ácido fosfomolíbdico (d) Revelado con p-
anisaldehído sulfúrico (e) Revelado con p-anisaldehído sulfúrico, detección bajo luz UV365 nm (f) Autografía para 
la detección de inhibidores de tirosinasa. La elución de las placas se realizó en AcOEt:MeOH:H2O (74:15:11). 
Como se muestra en la calle II de la Figura 17, donde se analiza la matriz conteniendo  
ácido kójico, la presencia del inhibidor es detectada más o menos tenuemente cuando la placa 
de CCD se analiza bajo luz UV (Figura 17a y b, calle II) y no se detecta cuando la placa se 
revela con diferentes reactivos derivatizantes comunes tales como el ácido fosfomolíbdico o 
p-anisaldehído sulfúrico (Figura 17c-e, calle II ). Cuando se aplica la autografía enzimática, 
se observa un halo de inhibición a Rf = 0,5 correspondiente al ácido kójico, indicando que las 
condiciones encontradas son adecuadas para permitir la detección de 0,1 % P/P ácido kójico 
en una matriz compleja. 
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3.1.2 Desarrollo de un ensayo autográfico para detección de inhibidores de 
acetilcolinesterasa 
Acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima responsable de la terminación de la 
transmisión del impulso nervioso en la sinapsis colinérgica catalizando la rápida hidrólisis de 
la acetilcolina (ACh).
102
 La inhibición de AChE sirve como una estrategia para el tratamiento 
de la enfermedad de Alzheimer, demencia senil, ataxia, miastenia gravis y enfermedad de 
Parkinson.
103
 La enfermedad de Alzheimer es uno de los trastornos neurodegenerativos más 
comunes y una causa frecuente de demencia con el envejecimiento.
102
 
Una de las consecuencias de la enfermedad Alzheimer es la disminución del número 
de neuronas colinérgicas, con la resultante pérdida de colina acetiltransferasa, y una 
consecuente disminución de los niveles del acetilcolina.
104
 Por consiguiente, la inhibición de 
AChE se ha convertido en un blanco para el diseño de drogas. En la actualidad hay unos 
pocos inhibidores aprobados para el tratamiento sintomático de la enfermedad de Alzheimer: 
tacrina, donepezilo, rivastigmina y galantamina. Para los cuales se han reportado serios 
efectos adversos y problemas asociados a la biodisponibilidad.
105
 
Además de la neurobiología, los ensayos de actividad AChE son aplicables en 
toxicología, control de calidad, seguridad alimentaria, monitoreo ambiental y agroindustrias, 
jugando un rol importante en el diagnóstico ante la potencial exposición a agentes nerviosos, 
pesticidas carbamatos y organofosforados.
106, 107
 
Dentro de las autografías más citadas para la detección de inhibidores de 
acetilcolinesterasa se encuentran la desarrollada por Verpoorte
58, 87
 basada en el método de 
Ellman,
108
 y la desarrollada por Hostettmann
60
 basada en el método de van Asperen.
109,110
 En 
el método de Ellman se emplea acetil tiocolina como sustrato enzimático, donde la tiocolina 
generada es revelada por reacción con 5,5’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico) para dar 5-tio-2-
nitrobenzoato (color amarillo). Por su parte el método de van Asperen se basa en la hidrólisis 
del acetato de 1-naftilo, generando como producto de la reacción enzimática naftol, el cual es 
revelado mediante una reacción de diazotación con el colorante Fast Blue B, para dar un 
colorante diazo púrpura. Más recientemente se han reportado variantes en las que se cambian 
las condiciones en las que se aplican estos reactivos
111, 112
 o se emplean otros sustratos y 
sistemas de detección.
113
 Recientemente, nuestro grupo ha inmovilizado AChE en gel de agar 
como parte de desarrollo de una autografía enzimática que puede ser acoplada a 
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espectrometría de masa de alta resolución para la asignación de fórmulas moleculares a 
compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa presentes en una mezcla.
61
  
Cada uno de los métodos reportados tiene sus propias desventajas, tales como falta de 
reproducibilidad de color, baja definición de halos o presencia de falsos negativos o positivos. 
Por ejemplo, los ensayos basados en la diazotación dan resultados positivos falsos en 
presencia de fenoles, aminas, cumarinas, canabinoles y flavonoles
114
 mientras que los ensayos 
basados en el método de Ellman dan resultados positivos falsos en presencia de aldehídos y 
aminas.
58
 El desarrollo de ensayos para detectar estos falsos positivos ha resuelto en parte este 
problema, sin embargo, son necesarios nuevos ensayos autográficos basados en otros sistemas 
sustrato/cromógeno complementarios a los ensayos existentes. Un reactivo potencialmente 
interesante es el acetato de indoxilo que no interactúa con tioles y se presenta como una 
alternativa interesante al reactivo de Ellman (5,5’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico)).115 
Una limitación común a todos los ensayos autográficos reportados es su falta de 
compatibilidad con la CCD en fase reversa (FR). Siendo complementaria a la cromatografía 
en fase normal, la cromatografía en fase reserva es una herramienta clave para la purificación 
de pequeñas moléculas a partir de mezclas complejas. Sin embargo, la hidrofobicidad de su 
superficie impide la deposición de una capa acuosa homogénea conteniendo la enzima y los 
reactivos requeridos para el ensayo. Además, la repulsión hidrofóbica-hidrofílica en la 
interface hace ineficiente la difusión de compuestos.  
Por estos motivos, en esta tesis se desarrolló un nuevo ensayo autográfico para la 
detección de inhibidores de acetilcolinesterasa sobre CCD en fase reversa utilizando un 
copolímiro anfifílico para inmovilizar la enzima. Además se utilizó un nuevo sistema 
sustrato/cromógeno que permite tanto la detección tanto bajo luz visible como luz UV365nm.  
3.1.2.1 Sustrato fluorogénico 
La enzima AChE cataliza la hidrólisis de acetato de indoxilo (AI, I) no fluorescente, 
para formar 3-hidroxiindol (II)  e índigo blanco (III), ambos fluorescentes, y luego azul de 
índigo (IV)
116
 (Figura 18). A medida que la reacción enzimática procede, la fluorescencia 
decrece y la absorbancia aumenta. En principio esto hace posible el diseño de ensayos que 
puedan ser monitoreados midiendo los productos fluorescentes y/o los productos coloreados. 
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Figura 18. Reacción de AChE con AI (I) y la consecuente formación de productos fluorescentes (II y III) y 
coloreados (IV). 
El acetato de indoxilo presenta una alta estabilidad a la hidrólisis espontánea, y una 
diferencia entre el ʎexc y ʎem suficientemente grande como para permitir la visualización de los 
productos formados sin interferencia del sustrato.
107
 Este reactivo ha sido utilizado para el 
desarrollo de tiras reactivas que utilizan colinesterasa para la detección de organofosforados y 
carbamatos pesticidas.
117
 
3.1.2.2 Selección de condiciones para la reacción enzimática sobre la placa 
cromatográfica 
Como se expuso anteriormente, los poloxámeros son copolímeros compuestos de una 
cadena central hidrofóbica (polipropilenglicol) flanqueada por dos cadenas hidrofílicas 
(polietilenglicol). La presencia de estos bloques les da la habilidad de formar micelas. 
Además, las soluciones de poloxámero tienen comportamiento de gelificación 
termoreversible,
118
 son soluciones a 24 °C y geles a 37,2 °C.
119
 
Para verificar la funcionalidad de la AChE inmovilizada en este medio, se realizó la 
reacción en tubo de ensayo en ausencia y presencia de poloxámero 407 observando a simple 
vista la fluorescencia bajo luz UV365nm y posteriormente la aparición del color azul de forma 
homogénea. Esto demuestra que el gel no afecta la formación de los productos fluorescentes 
(Figura 18, II y III) ni del subsecuente azul índigo (Figura 18, IV). Además, su presencia 
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evita la precipitación de los productos formados, probablemente debido a un aumento de la 
viscosidad del medio que favorece una distribución homogénea del color. 
Posteriormente, la enzima y el sustrato fueron solubilizados en una solución de 
poloxámero y distribuidos sobre una CCD de fase reversa. Nuevamente se observó, ahora 
sobre la placa cromatográfica, la formación inicial de los productos fluorencentes (bajo luz 
UV365nm) y posteriormente el color azul. A medida que la reacción enzimática procede, la 
fluorescencia disminuye mientras que la absorbancia aumenta. Esta característica haría 
posible una lectura dual de la autografía enzimática, bajo luz visible y luz UV365nm, 
facilitando la detección de inhibidores y disminuyendo las interferencias de la matriz en el 
caso de muestras complejas. 
3.1.2.3 Definición de las respuestas experimentales 
Con el objetivo de estimar la sensibilidad del ensayo y su límite de detección, se 
definieron 4 indicadores de respuesta: DOIUV, DOIVIS, NHUV y NHVIS. DOI se definió como 
la densidad óptica integrada obtenida para 10 µg de fisostigmina. NH se estableció como el 
N° de halos detectados en CCD sembradas con cantidades decrecientes de fisostigmina. El 
subíndice UV y Vis indican observación bajo luz UV365nm y luz visible, respectivamente 
(Figura 19). Con este fin, se llevó a cabo un diseño experimental utilizando Design-Expert 
7.0.3 y la medición de las señales de los halos utilizando el programa Gel-Pro Analyzer 3.0. 
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Figura 19. CCD sembrada con cantidades decrecientes de fisostigmina y reveladas con el ensayo de AChE. (a) 
DO, Densidad Óptica de los halos obtenida por el programa Gel- Pro Analyzer bajo luz UV365 nm y (b) NG, Nivel 
de Gris de los halos obtenido por el sofware Gel- Pro Analyzer bajo luz visible. 
3.1.2.4 Fase de screening de factores significativos 
Con el objeto de establecer qué factores tienen efectos estadísticamente significativos 
en las respuestas a evaluar se construyó un diseño de Placket–Burman. Los factores 
analizados fueron: cantidad de acetato de indoxilo (CAI), cantidad de AChE (CAChE), pH, 
tiempo de incubación (tinc) y temperatura de incubación (Tinc). Cada uno de estos factores se 
evaluó a dos niveles (Tabla 7). El rango en el cual se evaluaron los factores se decidió en 
función del conocimiento previo del sistema en estudio. La concentración de enzima se 
evaluó entre 0,25 U/mL y 2 U/mL, esto es entre la mitad de la mínima concentración de 
enzima utilizada en ensayos autográficos de AChE
112
 y 4 veces esa mínima concentración. El 
tinc se evaluó entre 15 minutos (el mínimo tiempo reportado)
87
 y 60 minutos. El pH se evaluó 
en el rango usado en el ensayo en tubo de AChE que utiliza acetato de indoxilo como 
sustrato
116
 y también teniendo en cuenta que la actividad de AchE disminuye alrededor del 50 
% cuando el pH es menor que 6 o mayor que 8.
120
 El efecto de la temperatura fue evaluado 
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teniendo en cuenta que la actividad de AchE disminuye  entre el 40 y el 50 % a temperaturas 
menores a 25 °C y superiores a 40 °C.
120
 La concentración de AI se evaluó entre 1 y 5 mM, 
empezando por la cantidad más baja usualmente empleada en ensayos autográficos de 
AChE.
87
 
Tabla 7. Diseño Plackett–Burman construido para la selección de los factores significativos. (a) CAI: 
Concentración de acetato de indoxilo; CAChE: concentración de acetilcolinesterasa; T inc: Temperatura de 
incubación; tinc: tiempo de incubación. (b) NHVIS y NHUV: número de halos detectados bajo luz visible y 
UV365nm, respectivamente; DOIVIS y DOIUV: densidad óptica integrada (DOI) para 10 µg de fisostigmina bajo luz 
visible y UV365nm, respectivamente. 
 Factores
a
 Respuestas
b
 
Experimento CAI CAChE Tinc tinc pH NHVIS NHUV DOIVIS DOIUV 
 mM [U/mL] [°C] [minutos]    [GL×pixel
2
] [OD×pixel
2
] 
1 1,00 0,25 25,00 60,00 6,00 0 1 0 273,61 
2 1,00 0,25 40,00 15,00 8,00 0 1 0 144,61 
3 1,00 2,00 25,00 60,00 8,00 3 3 236000 2699,30 
4 5,00 2,00 40,00 15,00 6,00 0 1 0 133,90 
5 5,00 2,00 25,00 60,00 8,00 6 3 525000 2574,00 
6 1,00 2,00 40,00 15,00 8,00 3 4 54928 605,54 
7 5,00 0,25 25,00 15,00 8,00 0 0 0 0 
8 1,00 0,25 25,00 15,00 6,00 0 1 0 108,99 
9 5,00 0,25 40,00 60,00 8,00 0 0 0 0 
10 5,00 2,00 25,00 15,00 6,00 0 3 0 135,25 
11 5,00 0,25 40,00 60,00 6,00 0 0 0 0 
12 1,00 2,00 40,00 60,00 6,00 6 6 161000 3130,30 
 
De la prueba ANOVA aplicada a los valores obtenidos experimentalmente, se 
encontraron 3 factores significativos (p<0,05): CAI, CAChEA, y tinc. (p<0,05), por lo que 
deben ser considerados en la etapa posterior de optimización. Al contrario, Tinc y pH no 
afectaron significativamente las respuestas (p>0,05). Por lo cual para las siguientes etapas, 
Tinc y pH se fijaron en 37 °C y 6,0, respectivamente. 
3.1.2.5 Fase de optimización 
Una vez identificados los factores más significativos, se llevó a cabo la optimización 
usando el método de superficie de respuesta para estimar sus valores, considerando el mejor 
compromiso entre el máximo DOIUV, DOIVIS, NHUV y NHVIS. Se empleó un diseño central 
Paula García  Resultados y Discusión 
57 
 
compuesto de 20 experimentos (2
6
 = 8 puntos de dos factores a dos niveles, 2×3 = 6 puntos 
axiales y un punto central por sextuplicado). Los factores se combinaron en los rangos: CAI 
1-4 mM, CAChE 1,3-2,5 U/mL y tinc 30-60 minutos (Tabla 8), (Tinc y pH fijados en 37°C y 
6,0, respectivamente), Tabla 8.  
Tabla 8. Diseño central compuesto usado para la optimización de las respuestas evaluadas. (a) CAI: 
Concentración de acetate de indoxilo; CAChE: concentración de acetilcolinesterasa; tinc: tiempo de incubación. 
(b) NHVIS y NHUV: número de halos detectados bajo luz visible y UV365nm,  respectivamente; DOIVIS y DOIUV: 
densidad óptica integrada (DOI) para 10 µg de fisostigmina bajo luz visible y UV365nm, respectivamente. 
Experimento 
Factores
a
 Respuestas
b
 
CAI CAChE tinc NHVIS NHUV DOIVIS DOIUV 
 mM U/mL
 
minutos  
 
NG x pixel
2 
DO x pixel
2 
1 2,50 1,90 45,00 5 6 342210 754 
2 4,00 2,50 30,00 4 5 337530 812 
3 4,00 1,30 60,00 4 6 299730 808 
4 2,50 1,30 45,00 4 5 296500 749 
5 1,00 2,50 30,00 1 4 337220 525 
6 1,00 2,50 60,00 3 3 337410 527 
7 2,50 1,90 45,00 5 6 342320 755 
8 2,50 1,90 60,00 5 6 343340 751 
9 2,50 1,90 45,00 5 6 342400 753 
10 4,00 2,50 60,00 5 5 337640 815 
11 2,50 1,90 45,00 5 6 342134 753 
12 2,50 2,50 45,00 4 5 337620 751 
13 4,00 1,30 30,00 3 5 298710 807 
14 2,50 1,90 45,00 5 6 342130 751 
15 1,00 1,30 30,00 1 1 294090 510 
16 1,00 1,30 60,00 1 1 295010 514 
17 2,50 1,90 30,00 5 6 342320 750 
18 1,00 1,90 45,00 2 5 340310 520 
19 4,00 1,90 45,00 6 6 343010 810 
 
El primer paso que se llevó a cabo para la optimización fue encontrar una 
aproximación adecuada a la verdadera relación entre los factores y cada una de las respuestas. 
Entonces, las respuestas de los 20 experimentos se ajustaron a modelos polinómicos, usando 
la función “backward elimination” del programa Design-Expert para estimar los mejores 
modelos. Las formas más comunes de ajuste son los polinomios de bajo orden (primer o 
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segundo orden). La construcción de modelos de superficie para cada respuesta fue un proceso 
iterativo. Una vez que se obtuvo un modelo aproximado, la bondad de ajuste se evaluó para 
determinar si la solución fue satisfactoria. Los resultados indicaron que los modelos 
cuadráticos explican adecuadamente el comportamiento de las respuestas NHVIS, NHUV, 
DOIVIS, y DOIUV (Figura 20). Para este diseño de optimización, ANOVA parcial mostró 
buenos indicadores de ajuste es decir, un modelo significativo (p<0,05), una falta de ajuste no 
significativa (p>0,05), valores de precisión adecuada mayores a 4 y los R
2 
 mayores a 0,90.  
 
 
Figura 20. Gráficos de superficie de respuesta para densidad óptica integrada (DOI) para 10 µg de fisostigmina 
bajo: (a) luz visible (DOIVIS) y (b) luz UV365nm (DOIUV); número de halos detectados bajo: (c)  luz visible 
(NHVIS) y (d) luz UV365nm (NHUV).  
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De acuerdo a las superficies obtenidas, DOIvis es más sensible a cambios en 
concentración de enzima que a cambios en la concentración de sustrato (Figura 20a) mientras 
que DOIuv es más sensible a cambios en la concentración de sustrato  que a la concentración 
de enzima (Figura 20b). En cuanto a los números de halos detectados, NHvis tiende a 
aumentar cuando aumenta la concentración de sustrato a cualquiera de las concentraciones de 
enzima probadas, sin embargo, NHuv aumenta con la concentración de sustrato solamente a 
concentraciones de enzima inferiores a 1,90 U/mL (Figura 20c y d). 
Para optimizar simultáneamente NHVIS, NHUV, DOIVIS y DOIUV, se modeló una 
función de deseabilidad D, como se describió en la Sección 3.1.1.6. Las 4 respuestas se 
optimizaron simultáneamente basadas en las 3 variables independientes, CAI, CAChE y tinc. 
Se obtuvo una superficie para la función D en función de los factores influyentes CAI y 
CAChE, manteniendo tinc=60 min (Figura 21). Las condiciones teóricas para un máximo de 
la función deseabilidad (D=0,993) fueron: 3,63mM AI, 2,09 U/mL CAChE y 60 minutos para 
tinc (Tinc=37 °C y pH=6,00).  
 
 
Figura 21. Gráfico de superfice de respuesta para funcion de deseabilidad global. 
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3.1.2.6 Verificación experimental 
Las condiciones óptimas predichas para el ensayo fueron verificadas por experimentos 
adicionales independientes. Estos se realizaron en las condiciones indicadas por el máximo de 
la función de deseabilidad (3,63 mM AI, 2,09 U/mL AChEA, Tinc=37 °C, tinc =60 minutos y 
pH=6,00).  
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9, donde puede observarse que las 
diferencias encontradas entre los valores predichos y los valores experimentales están dentro 
del rango de la desviación estándar propia del método. 
Tabla 9. Resumen valores predichos y valores experimentales. 
Respuestas Valor predicho Valor experimental 
NSVIS 5,87 6 
NSUV 6,31 6 
DOIVIS (NG x pixel
2
) 347395,00 343551,67 ± 290,75 
DOIUV (DO x pixel
2
) 814,11 810,65 ± 3,57 
 
De lo antes expuesto, se puede concluir que los valores obtenidos experimentalmente 
son consistentes con los valores predichos por el programa Design-expert. 
3.1.2.7 Aplicabilidad para detección de inhibidores de acetilcolinesterasa en mezclas 
complejas en CCD-FR 
 Para probar la aplicabilidad del ensayo se investigó la presencia/ausencia de 
fisostigmina en presencia de una matriz compleja. En este estudio se utilizó como matriz 
compleja inactiva el aceite esencial de las hojas de Pimenta racemosa (Mill.) J.W. Moore. 
Esta mezcla natural muestra por CCD la presencia de una variedad de componentes 
incluyendo algunos con comportamiento cromatográfico similar a la fisostigmina. El aceite 
esencial de P. racemosa, el aceite esencial de P. racemosa cosembrado con fisostigmina (en 
una relación 0,01 % P/P) y fisostigmina pura fueron cromatografiados en fase reversa 
(MeOH, 0,01% V/V TEA) en paralelo (Figura 22). Una vez desarrollada la CCD, la fase 
móvil fue removida bajo una corriente de aire a temperatura ambiente y la placa fue revelada 
con el ensayo autográfico desarrollado en las condiciones halladas como óptimas en la etapa 
de optimización. 
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Figura 22. Autografía para la detección de inhibidores de AChE en CCD-FR. De izquierda a derecha, 
fisostigmina 0,025 μg (I), 250 μg de aceite esencial de hojas de Pimenta racemosa conteniendo con 0,01 % P/P 
de fisostigmina (II) y 250 μg de aceite esencial de hojas de Pimenta racemosa (III): (a) Detección bajo luz 
UV254nm; (b) Detección bajo luz UV365nm; (c) autografía AChE visualizada bajo luz UV365nm; (d) autografía 
AChE visualizada bajo luz visible. La elución de las placas se realizó en metanol conteniendo 0,01% de 
trietilamina. 
Como puede observase en la Figura 22, la presencia de fisostigmina pasa 
desapercibida en el extracto consembrado cuando se observa la placa bajo luz UV365nm o 
UV254nm (Figura 22a y b, calle II). Cuando la autografía es aplicada, un halo de inhibición 
correspondiente a fisostigmina es observado claramente a Rf= 0,53, indicando que las 
condiciones encontradas permiten la detección de 0,1 % P/P de la misma en una mezcla 
compleja (Figura 22c y d). Es interesante notar que los otros componentes del aceite esencial 
no generan falsos positivos, interferencia con el color de la reacción o extinción de la 
fluorescencia. 
El ensayo autográfico también se aplicó al aceite esencial de Cymbopogon citratus 
(DC.) Stapf (lemongrass). Este aceite esencial es utilizado para demostrar la aplicación del 
ensayo ya que previamente se ha reportado su actividad inhibitoria de la enzima AChE,
121, 122
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utilizando las condiciones cromatográficas indicadas para el caso anterior. En la Figura 23 
puede observase claramente una zona de inhibición a Rf= 0,5.  
 
Figura 23. Autografía para la detección de inhibidores de AChE en CCD- FR de aceite esencial de Cymbopogon 
citratus. Visualización: (a) bajo luz visible y (b) bajo luz UV365nm. La elución se llevó a cabo usando MeOH 
como fase móvil conteniendo 0,01% de trietilamina. 
3.1.2.8 Aplicabilidad para detección de inhibidores de acetilcolinesterasa en mezclas 
complejas en CCD en fase normal 
La aplicabilidad del ensayo empleando Silica gel como soporte de fase normal, se 
probó usando un extracto de Sonchus oleraceus L. como matriz compleja. Al igual que en el 
caso anterior, se utilizó este extracto como matriz debido a que por análisis en CCD, el mismo 
muestra una variedad de componentes incluyendo manchas con comportamiento 
cromatográfico similar a la fisostigmina. El extracto de S. oleraceus (Figura 24, calle I), 
S. oleraceus cosembrado con fisostigmina en una relación 0,01 % P/P. (Figura 24, calle II), y 
fisostigmina pura (Figura 24, calle III) se separaron por CCD. Luego se reveló con la 
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solución de poloxámero 407 conteniendo AChE y acetato de indoxilo en las cantidades 
optimizadas. La autografía exhibió el halo de fisostigmina en Rf=0,47 (DCM:MeOH (60:40)).  
 
Figura 24. Autografía para la detección de inhibidores de AChE en CCD-FN. De izquierda a derecha, 
fisostigmina 0,025 μg (I), 250 μg de extracto de Sonchus oleraceus conteniendo 0,01 % P/P de 
fisostigmina (II) y 250 μg de extracto de Sonchus oleraceus (III): (a) Detección bajo luz UV254nm; (b) 
Detección bajo luz UV365nm; (c) autografía de AChE visualizada bajo luz UV365nm; (d) autografía de 
AChE visualizada bajo luz visible. La elución de las placas se realizó DCM:MeOH (60:40) 
Estos resultados muestran que el ensayo es también compatible con CCD en fase 
normal, presentando la ventaja de poder visualizar la actividad enzimática de forma dual tanto 
bajo luz visible como luz UV365nm. El ensayo puede detectar cantidades de fisostigmina 
inferiores a 1 x 10
-4
µg, siendo más sensible que algunos de los métodos autográficos 
reportados para placas de sílica gel que utilizan otros sustratos (límite de detección reportado 
1 x 10
-2
µg).
60, 87
 Sin embargo, la sensibilidad observada sigue siendo menor que la del método 
reportado por Yang y col.
112
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3.2 Reacción de bromación 
Se utilizaron dos protocolos diferentes para la modificación de extractos por 
bromación como se muestra en la Figura 25. En una primera instancia estas reacciones de 
modificación se realizaron utilizando directamente bromo como reactivo en DCM con 
agitación a -78°C. El exceso de bromo fue eliminado del medio de reacción reduciéndolo a 
bromuro con tiosulfato de sodio y extrayendo el bromuro de la fase diclorometánica por 
lavado con agua. Esta reacción fue puesta a punto en nuestro laboratorio y ha llevado 
recientemente al aislamiento de un inhibidor de acetilcolinesterasa.
15
 
En el segundo protocolo de bromación de extractos se utilizó como reactivo la resina 
comercial Amberlyst A-26
®
 en su forma perbromuro, el mismo también fue puesto a punto 
previamente en nuestro laboratorio. Este reactivo es capaz de bromar posiciones adyacentes a 
grupos carbonilo de cetonas y aldehídos,
123
 además de los grupos funcionales antes 
mencionados. El procedimiento general consiste en suspender la resina en el extracto vegetal 
diclorometánico a modificar, mantener a reflujo durante una hora y luego de transcurrido este 
tiempo filtrar para separar el exceso de reactivo del medio de reacción. 
 
Figura 25. Esquema procedimientos de modificación de extractos vegetales 
mediante reacciones de bromación. 
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3.2.1  Modificación de extractos con bromo en solución y resina perbromada 
Siguiendo el protocolo de reacción descripto anteriormente, durante la puesta a punto 
de las condiciones de reacción con bromo en solución se modificaron siete extractos de las 
siguientes especies: Anagallis arvensis L., Baccharis spicata (Lam.) Baill., Baccharis ulicina 
Hook. & Arn., Calamagrostis viridiflavescens (Poir.) Stend, Geranium dissectum L., 
Medicago lupulina L. y Paspalum dilatatum Poir. Además, los mismos extractos fueron 
tratados con resina perbromada para obtener sus correspondientes extractos modificados. 
3.2.1.1 Generación de extractos testigos 
Con el fin de asegurar que los cambios observados en los extractos sean resultantes de 
la reacción entre los componentes del extracto de partida y el bromo, se generaron extractos 
testigos. Esto es necesario debido a que las operaciones experimentales a las que los extractos 
son sometidos (filtración, lavados, contacto con resina de intercambio) para obtener los 
extractos modificados, podrían llevar a la concentración o dilución de algunos metabolitos 
presentes en el extracto natural de partida. En el caso de producirse estos cambios en la 
composición de los extractos, no debidos a la reacción de interés, podrían atribuirse 
erróneamente a la misma. En líneas generales, los extractos testigos fueron obtenidos 
sometiendo los extractos de partida a las mismas condiciones en que fueron llevadas a cabo 
ambas reacciones, sin el agregado del correspondiente agente bromante (Figura 25). En el 
caso del testigo para la reacción con resina perbromada, se utilizó la resina Amberlyst A-26
®
 
Br
-
 (resina de intercambio aniónico) que es el producto en el que se convierte la resina 
perbromada al bromar a un compuesto.  
3.2.1.2 Rendimiento de extractos modificados y testigos 
Al desconocerse la composición química cuali y cuantitava de los extractos de partida 
y de los modificados, los rendimientos de estas reacciones de modificación no pueden 
calcularse de la manera en que normalmente se hace para reacciones químicas a partir de 
sustratos puros. De todas formas, aunque se conocieran con exactitud las composiciones 
químicas de los extractos de partida, los cálculos de los rendimientos serían engorrosos por la 
gran cantidad de compuestos presentes en la mezclas. Por lo tanto los rendimientos se 
calcularon como simples proporciones de masa recuperada relativa a la masa de partida según 
la Ecuación 1. 
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Ecuación 1 
% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
Masa Recuperada
Masa de Partida
𝑥 100 
 
Como puede observarse en la Tabla 10, los porcentajes de recuperación de los 
extractos modificados mediante ambas reacciones son mayores al 100%, a excepción del caso 
del extracto modificado con bromo en solución a partir de P. dilatatum. Estos rendimientos 
serían inaceptables si se parte del concepto clásico de rendimiento químico, pero como fue 
definido podrían interpretarse como un aumento en el peso molecular promedio de los 
constituyentes de los extractos de partida, atribuible posiblemente a la incorporación de 
bromo en sus estructuras.  
Tabla 10. Masas recuperadas de extractos relativas a las masas de los extractos de partida. 
Extracto de Partida  
% Rendimiento Resina perbromada % Rendimiento Bromo en solución 
Testigo  Reacción  Testigo  Reacción 
Anagallis arvensis  82,20 112,95 80,18 115,36 
Baccharis spicata  95,50 150,04 92,13 132,30 
Baccharis ulicina  65,23 118,16 76,75 109,70 
Calamagrostis 
viridiflavescens  90,12 126,75 81,64 156,36 
Geranium dissectum  92,15 133,45 89,25 129,22 
Medicago lupulina 90,31 137,95 85,34 145,50 
Paspalum dilatatum  70,15 110,90 80,14 85,60 
 
Además puede observarse que los porcentajes de recuperación obtenidos para los 
testigos de ambas reacciones son similares, las diferencias en ningún caso superan el 20 % 
entre dos testigos provenientes del mismo extracto.  
3.2.2 Análisis de cambios en la composición química de extractos modificados con 
bromo 
Para el análisis de cambios en la composición química de los extractos debidos a la 
reacción de bromación se utilizaron diferentes técnicas analíticas cromatográficas y 
espectroscópicas, incluyendo el acoplamiento de las mismas a métodos de análisis 
multivariado como el ACP. 
Con el fin de aumentar el número de muestras, se adicionaron a los siete extractos 
bromados preparados y a sus respectivos testigos, otros ocho extractos bromados con sus 
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testigos provenientes de la extractoteca del grupo. Los mismos fueron preparados por la Dra. 
Luciana Mendez. Los extractos adicionados (modificados por ambas reacciones de 
bromación) fueron los siguientes: Conium maculatum L (CM), Morrenia brachystephana 
(Griseb.) (MB), Rapistrum rugosum (L.) All (RR), Sida rhombifolia L (SR), Commelina 
erecta L. (CE), Brassica rapa L. (BR), Sphaeralcea bonariensis (Cav.) Griseb. (SB) y Setaria 
parviflora (Poir.) Kerguélen var. Parviflora. (SP) 
3.2.2.1 Comparación de la composición química de extractos naturales y modificados 
con bromo mediante CLAE-EM 
Para realizar este análisis, se desarrollaron los cromatogramas en idénticas condiciones 
para los 15 extractos modificados con resina, los 15 extractos modificados con bromo en 
solución y para sus respectivos extractos testigos. Previo al análisis de los mismos se les 
realizó un pre-tratamiento de datos que incluye medidas tales como la detección y el alineado 
de picos. El objetivo de la detección de picos es separar la señal resultante de un compuesto 
presente en la muestra de la señal de fondo procedente de interferencia química o 
instrumental. La operación involucra la identificación de forma correcta de las señales 
producidas por componentes de la mezcla y la estimación de su intensidad. Luego, la 
alineación asocia el pico de un compuesto particular a través de todas las muestras del 
conjunto de datos a analizar.
44,124
 
Una vez finalizada la alineación del cromatograma de cada muestra modificada con el 
de su respectivo testigo, mediante el algoritmo Ransac (RANdom SAmple Consensus),
124
 se 
determinó para cada par de extractos testigo/modificado cuáles eran los picos alineados, es 
decir que estaban presentes en ambos cromatogramas (picos que no han sido alterados por la 
reacción). De la misma forma se discriminaron los picos presentes exclusivamente en los 
extractos testigos (picos que desaparecen debido a la reacción de bromación) y en los 
extractos modificados (picos que aparecen debido a la reacción de bromación).  
En el caso de la reacción de bromación en solución, puede observarse que al menos un 
85% de los picos presentes en los extractos testigo (ET) desaparecen debido a la reacción (en 
promedio desaparece el 92%). Paralelamente, se observa que en promedio un 90% de los 
picos presentes en los extractos bromados son producto de la reacción (Figura 26). 
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Figura 26. Diagrama de cajas y bigotes representativo del impacto 
de la reacción con bromo en solución sobre la composición química 
de los extractos. 
Por su parte la reacción de bromación con resina provoca la desaparición de al menos 
un 68 % de los picos presentes en los ETs (93 % en promedio), mientras que los picos 
cromatográficos que aparencen en los extractos bromados como resultado de la reacción 
representan el 88 % (promedio para los 15 pares de muestras) (Figura 27).  
 
Figura 27. Diagrama de cajas y bigotes representativo del 
impacto de la reacción con resina perbromada sobre la 
composición química de los extractos. 
El mismo análisis puede realizarse a partir de los porcentajes promedio de picos no 
alterados por ambas reacciones (Figura 28), es decir aquellos picos que aparecen tanto en el 
cromatograma del extracto testigo como en el del modificado (picos que han sido alineados). 
En el caso de los extractos modificados con bromo en solución, el porcentaje de picos no 
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alterados promedio es del 8 % y en ningún caso supera el 15 % y el porcentaje promedio para 
la reacción con resina perbromada es un poco mayor (9 %), pero en el peor de los casos no 
supera el 31 %.  
 
Figura 28. Diagrama de cajas y bigotes del porcentaje de picos 
no alterados por las reacciones con bromo en solución y resina 
perbromada en los extractos testigo. 
Estos resultados demostraron que ambos protocolos de reacción produjeron cambios 
en los perfiles químicos de los extractos vegetales analizados presentando un alto impacto en 
la composición química de los mismos. 
Con el fin de procesar la información contenida en los cromatogramas obtenidos por 
CLAE-EM en un ACP, los datos en bruto contenidos en los mismos necesitan ser 
transformados a un formato tabular (Información bidimensional). Esta transformación puede 
lograrse utilizando una técnica llamada bucketing (Figura 29). Cada punto de datos del 
cromatograma se describe por su tiempo de retención (RT), valor de m/z e intensidad 
(Información tridimensional). El bucketing subdivide todos los tiempos de retención 
especificados (RT) y los rangos de masa, en distintos pares de valores de RT-m/z que se 
llaman buckets. Por lo tanto, el bucketing reduce drásticamente el número de puntos de datos 
de un análisis de CLAE- EM a una serie clara de las variables definidas por los valores 
estadísticos (buckets e intensidades) con la que se genera una matriz de datos. 
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Figura 29 Transformación de información tridimensional en bidimensional (bucketing). 
La matriz de datos, compuesta de m filas de variables (en nuestro caso buckets: Pares 
RT-m/z) y de n columnas de observaciones (en nuestro caso: extractos modificados y testigos) 
(Figura 29), fue entonces sometida a ACP.  
De esta forma fueron procesados los 30 cromatogramas obtenidos por CLAE-EM 
utilizando el modo negativo de ionización de los 15 extractos modificados con bromo en 
solución y de sus respectivos extractos testigo. Con esta información, se generó el gráfico de 
dispersión de los dos primeros CPs, el cual muestra la separación de las muestras en dos 
grupos uno correspondiente a los extractos testigos y otro a los extractos bromados (Figura 
30). Estos últimos (triángulos rojos) poseen valores de CP2 positivos, mientras que los 
extractos testigos (círculos azules) presentan valores negativos de CP2.  
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Figura 30. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de extractos modificados 
con bromo en solución ( ) y sus extractos testigos ( ). 
De igual manera fueron procesados los cromatogramas de los 15 extractos 
modificados con resina perbromada y de sus respectivos extractos testigo. Similarmente a lo 
ocurrido para los extractos tratados con bromo en solución, el gráfico de dispersión de los dos 
primeros CPs muestra la separación de las muestras en dos grupos uno correspondiente a los 
extractos testigos y otro a los modificados con resina perbromada (Figura 31). Sin embargo, 
con este grupo de muestras, la separación entre los extractos modificados y los testigos se 
produjo en el CP1. Los extractos bromados (triángulos rojos) poseen valores de CP1 
negativos, mientras que los extractos testigos (círculos azules) presentan valores positivos de 
CP1.  
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Figura 31. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de extractos modificados con 
resina perbromada ( ) y sus extractos testigos ( ). 
Con el fin de comparar ambas reacciones de modificación, también se procesaron los 
30 cromatogramas correspondientes al total de los extractos modificados, sean estos 
producidos por tratamiento con bromo en solución o con resina perbromada. Como puede 
observarse del gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 los extractos bromados en 
solución se separan de los extractos bromados con resina (Figura 32). La separación en dos 
grupos se debe principalmente a los valores de CP1, el cual como se explicó anteriormente, 
describe la mayor variación de los datos. Este hecho podría deberse a la diferente reactividad 
de ambos agentes bromantes antes mencionada.  
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Figura 32. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de extractos modificados con 
bromo en solución ( ) y extractos modificados con resina perbromada ( ). 
3.2.2.2 Comparación de la composición química de extractos naturales y modificados 
con bromo mediante RMN de 
1
H 
A pesar de que la resonancia magnética nuclear no es tan sensible como otras técnicas 
analíticas como la cromatografía gaseosa y la cromatografía liquida acopladas a 
espectrometría de masa, es más reproducible, no es destructiva, cubre rangos dinámicos más 
amplios y además la preparación de la muestra es más simple y la obtención de espectros es 
más rápida. El constante desarrollo de la espectroscopía de RMN ha permitido que la misma 
pueda ser utilizada como herramienta para la construcción de huellas dactilares. La 
complementación de esta técnica con métodos estadísticos como ACP
125,126 
o mínimos 
cuadrados parciales
127
 permite realizar análisis cuantitativos de mezclas complejas sin 
necesidad de separación cromatográfica previa.
128,129
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Para comparar las composiciones químicas de los extractos modificados y de cada uno 
de los correspondientes extractos testigos, se hicieron espectros de RMN de protones (RMN 
de 
1
H) de cada uno de los 15 extractos modificados con bromo en solución, de los 15 
extractos modificados con resina perbromada y de cada uno de los correspondientes extractos 
testigo dando un total de 60 espectros. Los espectros de estas 60 mezclas complejas se 
compararon utilizando ACP. 
Con el objeto de realizar este análisis, inicialmente los espectros de RMN de 
1
H fueron 
pre-procesados usando el programa ProMetab.
130
 De esta manera los espectros fueron 
convertidos a un formato apropiado para su análisis multivariado usando el código escrito 
MATLAB (Versión 7). Posteriormente se realizó el análisis estadístico multivariado 
procesando los datos obtenidos a través de TOMCAT (Toolbox for multivariate calibration 
technique)
131
 obteniendo los descriptores (CPs), los cuales acumulan la varianza total de la 
población. 
El gráfico de dispersión de los dos primeros CPs para los extractos modificados con 
bromo en solución muestra la separación de las muestras en dos grupos (Figura 33), uno 
correspondiente a los extractos testigos y otro a los modificados. Estos últimos (triágulos 
rojos) poseen valores de CP1 positivos y de CP2 negativos, mientras que los extractos testigos 
(círculos azules) presentan valores positivos tanto del CP1 como del CP2.  
 
Figura 33. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de extractos 
modificados con bromo en solución ( ) y sus extractos testigos ( ). 
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Por su parte, el gráfico de dispersión de los dos primeros CPs para los extractos 
modificados con resina perbromada también muestra la separación de las muestras en dos 
grupos (Figura 34), uno correspondiente a los extractos testigos y otro a los modificados. 
Igual que los extractos modificados con bromo en solución, los extractos bromados con resina 
(triágulos rojos) también poseen valores de CP1 positivos y CP2 negativos, mientras que los 
extractos testigos (círculos azules) presentan valores positivos tanto del CP1 como del CP2.  
 
Figura 34. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de extractos 
modificados con resina perbromada ( ) y sus extractos testigos ( ). 
Puesto que los grupos de extractos se diferencian principalmente por sus valores del 
CP2, se estudió el gráfico de loadings de este CP (Figura 35). Los gráficos de loadings 
visualizan las variables que son responsables de la distribución de muestras en el gráfico de 
resultados en el plano del modelo seleccionado, es decir resumen la contribución de las 
variables originales a cada CP, de esta forma describen cuales picos en los espectros de RMN 
de 
1
H (transformados en bins) diferencian más a las muestras en estudio. 
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Figura 35. Gráfico de loadings del CP2 de extractos modificados con bromo en solución y 
extractos no modificados. 
El gráfico de loadings del CP2 reveló que los bins con mayor influencia sobre este 
componente principal son los que van desde 660 a 720 los cuales corresponden a la zona del 
espectro con valores de desplazamiento químico entre 5,3 y 5,7 ppm (Figura 35, zona del 
grafico resaltada). Esta es una zona de desplazamiento químico de señales de dobles enlaces, 
que son uno de los grupos blanco de la reacción de bromación. Esto se condice con los 
valores positivos que toman los CP2 para los extractos testigos, dado que estarán más 
influenciados por estos bins correspondientes a dobles enlaces (que como mencionáramos 
previamente es un grupo de alta presencia en PNs). Al contrario, los valores de CP2 para los 
extractos modificados, en los que supuestamente los dobles enlaces han reaccionado con 
bromo, tomaran valores menores. 
Considerando la totalidad de los resultados presentados en esta sección sugieren que a 
pesar de que las mezclas de partida y producto son complejas y de composición 
mayoritariamente desconocida, existen diferencias entre sus composiciones químicas y que 
estas diferencias se centran en uno de los grupos blanco de la modificación química. 
(bins) 
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3.2.3 Análisis de cambios en las propiedades biomoleculares de extractos 
modificados con bromo en solución y con resina perbromada 
Debido a los cambios que se observaron por RMN de 
1
H y por CLAE-EM en los 
perfiles químicos de los extractos debido a la reacción de bromación, resulta interesante 
analizar si los mismos se reflejan en una alteración en los perfiles de actividad biológica. Con 
este fin, se utilizaron ensayos autográficos previamente descriptos para detectar inhibidores de 
acetilcolinesterasa,
132
 xantina oxidasa
133
 y β-glucosidasa65 y el ensayo para detección de 
inhibidores de tirosinasa desarrollado durante esta tesis (Sección 3.1.1). Además a nivel 
celular se estudió la actividad reguladora de la virulencia de Salmonella (represión del sistema 
PhoP/PhoQ),
54
 realizadas en colaboración con el grupo de la Dra. Eleonora García Vescovi, 
Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario (IBR). 
En todos los casos, las actividades se evaluaron sembrando 200 µg de la mezcla y 
desarrollando las cromatografías en capa delgada en DCM:MeOH (80:20), observando que 
prácticamente todos los extractos testigos y modificados de las 7 especies fueron inactivos 
excepto el extracto modificado de Medicago lupulina frente a la enzima -Glucosidasa. 
3.2.3.1 Actividad inhibitoria de la enzima -Glucosidasa 
El extracto de Medicago lupulina L., modificado con bromo en solución mostró  una 
tenue zona de inhibición de la enzima β-Glucosidasa con Rf=0,18, la cual está ausente en el 
extracto de partida (Figura 36).  
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Figura 36. CCD revelada (a) bajo luz UV 365 nm y (b) 
por autografía de β- Glucosidasa del extracto 
bromado (I) y el extracto testigo (II) de M. lupulina. 
Sistema de solventes DCM: MeOH (80:20). 
De estos resultados se puede advertir que la reacción de bromación en solución 
introdujo cambios en las propiedades biomoleculares del extracto de M. lupulina, por lo que 
se decidió proseguir con el fraccionamiento bioguiado para obtener mayor información del 
mismo.  
3.2.4 Fraccionamiento bioguiado del extracto modificado de Medicago lupulina L. 
Dado que la reacción de bromación del extracto de Medicago lupulina L. se llevó a 
cabo en pequeña escala (200 mg de extracto de partida), la cantidad de extracto modificado 
resultó insuficiente para iniciar un fraccionamiento bioguiado por lo que fue necesario repetir 
la reacción a mayor escala (4,8 g) utilizando las mismas condiciones de reacción.  
El extracto obtenido en mayor escala y el extracto obtenido previamente en pequeña 
escala fueron evaluados por autografía de β-glucosidasa junto con el extracto nativo de M. 
lupulina observando que el extracto en mayor escala producía un halo de inhibición a mayor 
Rf que el originalmente observado en el extracto bromado en pequeña escala (Figura 37).  
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Figura 37. Comparación por CCD. (a) autografía de β-glucosidasa. (b) UV365 nm. (c) 
UV254 nm de fracción DCM del extracto nativo de M. lupulina (I), del extracto modificado 
de M. lupulina escalado (II) y del extracto modificado de M. lupulina obtenido a pequeña 
escala (III). FM= DCM:MeOH (80:20). 
En función de este análisis se decidió proseguir con el fraccionamiento, debido a que 
si bien se observaban diferencias en el perfil de actividad del nuevo extracto modificado 
generado, aun se observaba un cambio en la actividad biológica con respecto al extracto 
nativo de partida. 
A continuación el extracto diclorometánico de M. lupulina modificado con bromo en 
solución se fraccionó por cromatografía en columna (CC) de Sephadex LH-20 utilizando 
como eluyente MeOH:CHCl3:Hexano (2:1:1). De este procedimiento se obtuvieron 56 
fracciones las cuales fueron reagrupadas en función de la similitud de sus perfiles químicos y 
de actividad en 12 nuevas fracciones, de las cuales seis mostraron halos de inhibición de la 
enzima β-glucosidasa (fracciones 2 a 7). Como se observa en la Figura 38, este análisis 
muestra halos de inhibición en el punto de siembra y a Rfs de 0,15 y 0,3: aparentemente, la 
actividad que parecía haber desaparecido con el escalado de la reacción vuelve a ser 
evidenciada. Esto podría deberse a un aumento en la concentración de los compuestos activos, 
producido por el fraccionamiento.  
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Figura 38. Comparación por CCD. Siembras. 100 µg de cada fracción activa obtenida cromatografía en columna 
de Sephadex LH-20 (a) bioautografía de β-glucosidasa. (b) UV 365 nm. (c) UV 254 nm. Fase móvil= DCM:MeOH 
(80:20). 
Para tener más información sobre la composición química, las seis fracciones activas 
se analizaron por espectrometría de masa. Las fracciones fueron suspendidas en el mismo 
volumen del solvente, con el fin de conservar la proporción de componentes presentes en cada 
fracción. Entre los iones moleculares presentes en las diferentes fracciones se encuentran 4 
iones moleculares que tienen el patrón isotópico característico de los compuestos que 
contienen bromo en su estructura. En la Figura 39, puede visualizarse que la intensidad del 
ion molecular con m/z = 424 presenta mayor intensidad en la fracción 3 que es una de las más 
activas, el ion molecular con m/z = 410 en la fracción 4, el ion molecular con una m/z = 488 
en las fracciones 3 y 4, y el ion molecular con m/z = 548 va aumentando su intensidad hasta la 
fracción 7. 
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Figura 39 Histograma de frecuencias para las intensidades absolutas de fragmentos con 
patrón isotópico característico de compuestos bromados presentes en las fracciones activas 
obtenidas a partir del fraccionamiento realizado al escalado de la reacción de bromación en 
solución para M. lupulina. 
El análisis por RMN de cada una de estas seis fracciones mostró principalmente 
señales de grasa y un sinnúmero de señales casi imperceptibles pertenecientes probablemente 
a varios compuestos presentes en muy baja concentración. A pesar del escalado realizado 
previamente, las masas de estas fracciones activas oscilaron entre 2,4 mg y 11,1 mg. De 
acuerdo al análisis de autografía, EM y RMN, la fracción 3 era las más interesante en cuanto a 
actividad y aparente grado de pureza. Esta fracción, de 6 mg, fue sometida a cromatografía en 
capa delgada preparativa en silica gel utilizando DCM:MeOH (80:20) como eluyente. Sin 
embargo las fracciones obtenidas fueron de masas insuficientes para permitir su análisis 
posterior (menos de 1 mg). En conjunto estos resultados sugieren que las fracciones 
seleccionadas incluyen compuestos muy activos porque a pesar de su baja concentración son 
claramente detectables por bioautografía, sin embargo esta baja concentración impidió su 
aislamiento en suficiente cantidad como para realizar su caracterización (química y 
biológica). A pesar de esto, los datos de espectrometría de masa de las fracciones activas, asi 
como los cambios en actividad producidos por la reacción (evidenciados por autografía) 
sugieren que los compuestos responsables de la actividad incluyen bromo en su estructura.  
Los resultados obtenidos con los extractos bromados en esta sección y en trabajos 
previos del grupo
20
 indican que la reacción de bromación resulta interesante para generar 
compuestos bioactivos. El principal inconveniente encontrado hasta el momento con esta 
reacción esta relacionado a la dificultad experimentada para lograr el aislamiento de los 
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nuevos copuestos bioactivos a partir de los extractos bromados. Dada la reactividad del 
bromo, es probable que a partir de cada compuesto presente en la mezcla de partida se 
generen varios compuestos bromados, incrementando significativamente la coplejidad de la 
mezcla. Es de esperar, además, que este aumento en complejidad se asocie con una 
disminución en la concentración promedio de todos los componentes y con un aumento en la 
reactividad (inestabilidad) de una parte de los compuestos productos. La combinación de estos 
cambios, probablemente sea un factor determinante de las dificultades experimentadas para el 
aislamiento de productos bromados a partir de extractos activos. Es probable que estos 
aspectos puedan ser estudiados utilizando como material de partida a mezclas naturales de 
complejidad inferior a los extractos crudos.  
3.2.5 Modificación de aceites esenciales con bromo 
En esta sección se incorporan como material de partida una serie de aceites esenciales 
como mezclas naturales de menor complejidad que los extractos utilizados previamente. Si 
bien los aceites esenciales son en si mismos mezclas naturales complejas,
134, 135
 en 
comparación con los extractos crudos previamente utilizados, contienen un menor número de 
componentes más similares entre sí, lo que facilita un análisis más exhaustivo de su 
composición. De esta manera se podrían medir si efectivamente la reacción aumenta el 
número de componentes de las mezclas, además de producir cambios en la 
composición/bioactividad.  
Con este objetivo, se realizó la bromación en solución de 32 aceites esenciales (AEs), 
los cuales se detallan en la Tabla 11. De manera similar a lo observado para las bromaciones 
de extractos crudos, los porcentajes de recuperación de los aceites esenciales modificados 
mediante la reacción de bromación en solución son mayores al 100%. Esto sugiere un 
aumento en el peso molecular promedio de los constituyentes de los extractos que podría ser 
atribuible a la incorporación de bromo en sus estructuras. 
Tabla 11. Porcentaje de masas recuperadas de AEBs relativas a las masas de los AEs. 
Aceite esencial de partida % Rendimiento 
Abies alba Mill. 179,25 
Artemisia absinthium L. 164,27 
Allium sativum L. 164,57 
Ocimum basilicum L. 147,75 
Citrus aurantium L. 166,48 
Pimenta racemosa (Mill.) J.W.Moore 184,75 
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Aceite esencial de partida % Rendimiento 
Citrus bergamia Risso & Poit.  198,69 
Cinnamomum verum J.Presl 188,54 
Cinnamomum cassia (Nees & T.Nees) J.Presl 158,93 
Cedrus sp. 233,43 
Juniperus virginiana L. 146,61 
Cupressus sempervirens L. 275,39 
Coriandrum sativum L. 170,98 
Juniperus communis L. 163,99 
Artemisia dracunculus 161,76 
Eucaliptus globulus Labill. 134,23 
Foeniculum vulgare Mill. 154,56 
Lavandula angustifolia Mill. 196,93 
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 196,99 
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle 168,77 
Citrus limonum Risso 169,50 
Litsea cubeba (Lour.) Pers. 202,22 
Mentha arvensis L. 145,01 
Melaleuca viridiflora (Sol.) Gaertn. 121,34 
Myristica fragrans Houtt. 174,29 
Origanum vulgare L. 141,64 
Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson 245,50 
Pogostemon cablin Benth. 153,61 
Pinus sylvestris L. 179,70 
Salvia officinalis L. 145,31 
Vetiveria zizanioides (L.) Roberty 152,70 
Cananga odorata (Lam.) Hook.f. & Thomson 183,21 
 
3.2.6 Análisis de cambios en la composición química de aceites esenciales 
modificados con bromo. 
Al igual que para extractos crudos, para este análisis se utilizaron técnicas 
espectroscópicas y cromatográficas. Dentro de las técnicas espectroscópicas, se utilizó 
nuevamente la resonancia magnética nuclear (RMN), pero para los análisis cromatográficos, 
en lugar de cromatografía CLAE-EM se prefirió utilizar cromatografía gaseosa acoplada a 
espectrometría de masa (CG-EM).  
El acoplamiento de un cromatógrafo de gases con un espectrómetro de masa es la 
técnica más utilizada y bien establecida para el análisis de aceites esenciales, debido al 
desarrollo de sistemas de fácil manejo y potentes en cuanto a sensibilidad, adquisición y 
procesamiento de datos, y sobre todo, a su relativamente bajo costo. La gran mayoría de las 
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aplicaciones de CG-EM utilizan CG capilar unidimensional con detector simple cuadrupolo e 
ionización por impacto electrónico (IE).  
La CG-EM combina la capacidad de separación de la cromatografía gaseosa y la 
capacidad de identificación de la espectrometría de masa. Esta combinación resulta muy útil 
para el análisis de mezclas de composición desconocida ya que facilita la determinación 
inequívoca de la presencia de un mismo compuesto en diferentes mezclas. Ante la 
observación en diferentes muestras de picos con idénticos tR, la comparación de los espectros 
de masa permite evaluar si se trata o no de la misma molécula, por su patrón de fragmentación 
característico en el caso de impacto electrónico. La proliferación de aplicaciones CG-EM es 
también el resultado de la aparición y actualización permanente de bibliotecas de espectros de 
masa comercialmente disponibles y fáciles de manejar con el fin de facilitar la identificación 
de los compuestos separados (por ejemplo, el NIST / EPA / NIH 2014; Registro WILEY 
2006; MassFinder 2007; y diversas versiones impresas como Jennings y Shibamoto, 1980; 
Joulain y König, 1998; y Adams, 1989, 1995, 2007 todas incluyen los índices de retención). 
3.2.6.1 Comparación de la composición química de aceites esenciales naturales y 
modificados con bromo mediante CG-EM. 
Para realizar este análisis se realizaron los cromatogramas mediante CG-EM en 
idénticas condiciones para los AEs y los AEBs. Posteriormente se realizó el recuento de picos 
de todos los cromatogramas, cada AEB fue comparado con su respectivo AE en búsqueda de 
aquellos picos que fueran conservados luego de la reacción. De esta forma al igual que para 
extractos modificados con bromo, se obtuvieron los porcentajes de picos que desaparecen y 
aparecen luego de la reaccion en AEs y AEBs, respetivamente. 
En este análisis se detectaron importantes diferencias en los perfiles químicos de los 
AEs respecto a los AEBs, observando que en promedio el 90 % de los picos detectados en los 
cromatogramas de los AEs desaparecen como resultado de la reacción y que el 96 % de los 
picos presentes en los AEBs están ausentes en los AEs, es decir representan compuestos 
nuevos generados por la reacción (Figura 40). Demostrando de esta forma el alto impacto que 
tiene la reacción de bromación en la alteración de la composición química de los aceites 
esenciales. 
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Figura 40. Diagrama de cajas y bigotes representativo del 
impacto y el éxito de la reacción con bromo en solución en la 
composición química de los aceites esenciales modificados. 
Posteriormente, como el fin de esta reacción aplicada no es solo modificar los AEs 
sino además incorporar bromo en las estructuras químicas presentes en los mismos, se realizó 
un análisis más exhaustivo de todos aquellos picos que aparecieron luego de la reacción. Para 
lo cual se analizó individualmente cada uno de estos “nuevos” compuestos en búsqueda del 
patrón isotópico característico de compuestos bromados. Como se observa en la Figura 40, se 
encontró que en promedio el 64 % de los compuestos generados incorporaron al menos un 
átomo de bromo, esto demostró el éxito de la reacción en cuanto a la incorporación de esta 
funcionalidad. 
Además se observó que en todos los casos la reacción produjo un aumento en el 
número de picos. En la Figura 41 se observa que el número promedio de compuestos 
detectados en las mezclas aumenta de 46 (AEs) a 107 (AEBs) debido a la reacción de 
bromación. Esto sugiere que, en promedio, dos compuestos son generados a partir de cada 
precursor natural.  
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Figura 41. Diagrama de cajas y bigotes representativo del impacto 
de la reacción con bromo en solución en el número de picos de los 
aceites esenciales modificados. 
Considerando que se sometieron a la reacción de bromación 32 aceites esenciales que 
contienen en promedio 46 compuestos (de acuerdo con los datos promedio de GC-MS, 
Figura 41) de los cuales se modificó en promedio el 90 % de sus componentes (Figura 40), 
podría decirse que en esta serie de reacciones se han modificado alrededor de 1200 
compuestos de origen natural. Debe destacarse, sin embargo, que en muy probable que 
algunos componentes de los aceites esenciales de partida estén presentes en más de un aceite 
esencial, por lo tanto el número total de compuestos diferentes que se modificaron será 
inferior, aunque es probable que sea de varios cientos.  
Considerando que se obtuvieron los respectivos 32 aceites esenciales bromados que 
contienen, en promedio, 107 compuestos cada uno (96 % de los cuales no estaban en los AEs 
de partida y 64 % de los cuales son bromados (Figuras 40 y 41). Podríamos decir que en total 
en esta serie de ensayos se produjeron alrededor de 3200 compuestos, de los cuales 
aproximadamente 2100 son bromados. Nuevamente, la redundancia en la composición 
química de los materiales de partida probablemente haga que una proporción más o menos 
significativa de los mismos sean compuestos repetidos (por provenir de compuestos que 
estaban presentes en más de uno de los aceites esenciales analizados). 
Además de estos análisis cuantitativos, los datos obtenidos por CG-EM fueron 
procesados estadísticamente mediante ACP. Los datos obtenidos (tridimensionales) fueron 
transformados previamente a formato tabular (bidimensional) al igual que en el caso de los 
cromatogramas de CLAE-EM de extractos. En la Figura 42 se observa que a través del ACP 
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se logró separar a la población en dos grupos uno correspondiente a los AEBs (triángulos 
rojos) y otro a los AEs (círculos azules). 
 
Figura 42. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de 
aceites esenciales modificados con bromo en solución ( ) y sus 
extractos testigos ( ). 
Si bien el gráfico de loadings del CP2 no es indicativo del motivo por el cual se da la 
separación en ese componente, a grandes razgos puede observarse que los aceites esenciales 
bromados se relacionan con algunos buckets con altos tiempos de retención y relación m/z que 
tienen valores de CP2 positivos. 
3.2.6.2 Comparación de la composición química de aceites esenciales naturales y 
modificados con bromo mediante RMN de 
1
H 
Para comparar las composiciones químicas de los AEBs y de sus correspondientes  
AEs de partida, los espectros de RMN de 
1
H de las 64 muestras fueron sometidos a análisis 
multivariado utilizando ACP. 
Inicialmente, los espectros de RMN de 
1
H fueron pre-procesados usando el programa 
ProMetab.
130
 De esta manera los espectros son convertidos a un formato apropiado para su 
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análisis multivariado usando el código escrito MATLAB (Versión 7). Posteriormente se 
realizó el análisis estadístico multivariado procesando los datos obtenidos a través de 
TOMCAT (Toolbox for multivariate calibration technique).
131
 De esta manera se obtienen los 
descriptores (CPs), los cuales acumulan la varianza total de la población. 
El gráfico de dispersión de los dos primeros CPs (Figura 43), muestra la separación 
de las muestras en dos grupos, uno correspondiente a los AEs y otro a los AEBs. Estos 
últimos (triágulos rojos) poseen valores de CP2 positivos, mientras que los AEs (círculos 
azules) presentan valores negativos para el CP2.  
 
Figura 43. Gráfico de dispersión del CP2 respecto del CP1 de AEBs ( ) y sus AEs ( ). 
Puesto que los grupos de aceites esenciales se diferencian principalmente por sus 
valores del CP2, con el fin de analizar cuales picos en los espectros de RMN de 
1
H 
(transformados en bins) diferencian más a las muestras en estudio, se estudió el gráfico de 
loadings de este CP. 
El gráfico de loadings del CP2 reveló que los bins con mayor influencia sobre este 
componente principal son los que van desde 860 hasta 1020 los cuales corresponden a la zona 
del espectro con valores de desplazamiento químico entre 4,9 y 5,7 ppm (Figura 44, recuadro 
azul). Esta es una zona de desplazamiento químico de señales de dobles enlaces, que son uno 
de los grupos blanco de la reacción de bromación. A campos más bajos se presenta otra zona 
de influencia sobre el CP2 que abarca los bins que van desde 640 a 780 los cuales 
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corresponden a la zona del espectro con valores de desplazamiento químico entre 5,8 y 6,1 
ppm (Figura 44, recuadro verde). Esta es una zona de desplazamiento químico también de 
dobles enlaces pero conjugados con anillos aromáticos. Esto se condice con los valores 
negativos de CP2 para los AEs, dado que estarán más influenciados por estos bins 
correspondientes a dobles enlaces (que como mencionáramos previamente es un grupo de alta 
presencia en PNs). Al contrario, los valores de CP2 para los AEBs, en los que supuestamente 
los dobles enlaces han reaccionado con bromo, tomaran valores menos negativos.  
 
Figura 44. Gráfico de loadings del CP2 de AEs y AEBs. 
Se encontró además otro grupo de bins con influencia sobre CP2  que van desde 1660 
a 1680 los cuales corresponden a la zona del espectro con valores de desplazamiento químico 
entre 1,6 y 1,7 ppm (Figura 44, recuadro rojo). Esta es una zona de desplazamiento químico 
de señales de protones de metilos de alcanos en posición α a dobles enlaces, esto indicaría que 
al ser modificados los dobles enlaces por la reacción de bromación, los protones de estos 
grupos metilo cambiarían de desplazamiento químico probablemente hacia campos más bajos, 
aunque por ser una zona muy congestionada no puede encontrarse ese grupo de señales en el 
gráfico de loadings del CP2. 
(bins) 
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Estos resultados sugieren que a pesar de que las mezclas de partida y producto son 
complejas y de composición mayoritariamente desconocida, existen diferencias entre sus 
composiciones químicas y que estas diferencias se centran en grupos blanco de la 
modificación química o en grupos adyacentes a estos. 
3.2.7 Análisis de cambios en las propiedades biomoleculares de aceites esenciales 
modificados con bromo 
Con el objetivo de evaluar los cambios en las propiedades biomoleculares introducidos 
por la reacción de bromación, se analizaron los 32 aceites esenciales modificados utilizando 
como testigo el aceite esencial de partida correspondiente, lo que da un total de 64 muestras. 
Al igual que para extractos modificados, la evaluación de propiedades biomoleculares de estas 
mezclas se realizó utilizando ensayos autográficos sobre placas cromatográficas. Para este 
grupo de aceites esenciales, se evaluó el efecto de la reacción sobre las propiedades 
antioxidantes de las mezclas a través de la captación del radical DPPH y del radical anión 
superóxido. Además se evaluaron las propiedades de inhibición de las enzimas xantina 
oxidasa, β-glucosidasa, acetilcolinesterasa y tirosinasa.  
En todos los casos, las actividades se evaluaron sembrando 200 µg de la mezcla y 
desarrollando las cromatografías en capa delgada un sistema de solventes hexano:AcOEt 
(9:1). 
3.2.7.1 Detección de compuestos antioxidantes  
 Este análisis involucró el estudio de las propiedades de los aceites esenciales para 
captar dos especies reactivas, el radical DPPH y el radical anión superóxido.  
En la Tabla 12 se resumen las actividades de captación de DPPH observadas para este 
conjunto de 64 AEs, se muestran solamente aquellos que han presentado al menos un halo de 
inhibición para el aceite esencial natural o modificado (este formato se hará extensivo al resto 
de actividades biológicas evaluadas).  
Tabla 12. Resumen de halos de captadores de DPPH obtenidos para aceites esenciales (AEs) naturales y 
modificados mediante la reacción de bromación en solución 
Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° 
halos“nuevos” 
A. alba 
testigo 0,14; 0,21 
2 2 0 
bromado 0,14; 0,21 
A. absinthium 
testigo 0; 0,07; 0,19; 0,24; 0,48; 0,62; 0,70 
7 5 1 
bromado 0; 0,07; 0,19; 0,24; 0,35 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° 
halos“nuevos” 
A. sativum 
testigo 0; 0,04; 0,18; 0,52 
4 5 1 
bromado 0; 0,04; 0,18; 0,52; 0,54 
O.basilicum 
testigo 0,07; 0,23; 0,70 
3 1 0 
bromado 0,07 
P. racemosa 
testigo 0; 0,20 
2 2 0 
bromado 0; 0,20 
C. verum 
testigo 0; 0,20 
2 2 0 
bromado 0; 0,20 
Cedrus sp 
testigo 0,03; 0,04; 0,21 
3 5 3 
bromado 0,03; 0,21; 0,38; 0,43; 0,49 
J. virginiana 
testigo 0,21 
1 3 1 
bromado 0; 0,21; 0,30 
C. 
sempervirens 
testigo 0,11; 0,20 
2 2 0 
bromado 0,11; 0,20 
C. sativum 
testigo 0,32 
1 0 0 
bromado  
A. dracunculus 
testigo 0,01; 0,04 
2 3 3 
bromado 0,05; 0,06; 0,07 
F. vulgare 
testigo  
0 5 5 
bromado 0,01; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07 
L. angustifolia 
testigo  
0 3 3 
bromado 0,17; 0,25; 0,59 
C. citratus 
testigo 0; 0,42 
2 0 0 
bromado  
C. aurantifolia 
testigo  
0 3 3 
bromado 0,01; 0,15; 0,21 
C. limonum 
testigo  
0 2 2 
bromado 0; 0,15 
L. cubeba 
testigo 0,19; 0,33; 0,43 
3 0 0 
bromado  
M. arvensis 
testigo 0,22; 0,28 
2 3 1 
bromado 0; 0,22; 0,38 
M. viridiflora 
testigo  
0 4 4 
bromado 0; 0,08; 0,14; 0,21 
M. fragrans 
testigo 0; 0,20; 0,36 
3 3 1 
bromado 0; 0,20; 0,26 
O. vulgare 
testigo 0; 0,38 
2 3 1 
bromado 0; 0,38; 0,49 
P. cablin 
testigo 0,15; 0,66 
2 0 0 
bromado  
P. sylvestris 
testigo  
0 3 3 
bromado 0,15; 0,17; 0,59 
S. officinalis 
testigo 0,19 
1 4 3 
bromado 0; 0,19;0,35; 0,47 
V. zizaniodes 
testigo 0; 0,16; 0,68 
3 0 0 
bromado  
C. odorata 
testigo 0,15; 0,24; 0,32; 0,65 
4 2 0 
bromado 0,15; 0,65 
Número total de halos de captadores de DPPH 51 65 35 
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Como se puede observar el número total de halos de captación de DPPH observado en 
el conjunto de AEs bromados (65) es mayor que el número total observado en el conjunto de 
AEs de partida (51). 
En la Tabla 13 se resumen las actividades de captación de superóxido observadas para 
este conjunto de AEs. Nuevamente se puede observar los aceites esenciales analizados 
presentaron un mayor número de halos de inhibición para la actividad de radical superóxido 
luego de la reacción de bromación.  
Tabla 13. Resumen de halos de captadores de radical superóxido obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos 
y modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
A. alba 
testigo  
0 2 2 
bromado 0; 0,02 
A. absinthium 
testigo 0,19 
1 2 1 
bromado 0,19; 0,24 
A. sativum 
testigo  
0 1 1 
bromado 0,45 
O. basilicum 
testigo 0,08; 0,21 
2 0 0 
bromado  
P. racemosa 
testigo 0,03; 0,17; 0,21 
3 4 1 
bromado 0,03; 0,10; 0,17; 0,21 
C. verum 
testigo 0,03; 0,21 
2 3 1 
bromado 0,03; 0,11; 0,21 
Cedrus sp 
testigo 0,02; 0,22; 0,27 
3 6 4 
bromado 0,02; 0,05; 0,15; 0,29; 0,41; 0,49 
J. virginiana 
testigo 0,03 
1 1 0 
bromado 0,03 
C. sempervirens testigo 0,03; 0,16 
2 3 1 
 bromado 0,03; 0,16; 0,62 
A. dracunculus 
testigo 0,02; 0,07 
2 1 0 
bromado 0,07 
F. vulgare 
testigo  
0 2 2 
bromado 0,01; 0,09 
C. aurantifolia 
testigo 0,03; 0,15 
2 0 0 
bromado  
L. cubeba 
testigo 0,01 
1 0 0 
bromado  
M. arvensis 
testigo  
0 3 3 
bromado 0,01, 0,22; 0,37 
M. viridiflora 
testigo  
0 1 1 
bromado 0,01 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
M. fragrans 
testigo 0,01; 0,05; 0,17; 0,35 
4 5 1 
bromado 0,01; 0,05; 0,17; 0,26; 0,35 
O. vulgare 
testigo 0,06; 0,29 
2 5 3 
bromado 0,04; 0,29; 0,36; 0,44; 0,49 
P. cablin 
testigo  
0 1 1 
bromado 0 
P. sylvestris 
testigo 0,14 
1 2 1 
bromado 0; 0,15 
S. officinalis 
testigo 0,22 
1 3 2 
bromado 0,22; 0,38; 0,49 
C. odorata 
testigo 0,15 
1 1 0 
bromado 0,15 
C. cassia 
testigo  
0 1 1 
bromado 0 
Número total de halos de captadores de radical superóxido 27 47 26 
 
Los resultados indican que, en distinta proporción, la reacción afecta a las propiedades 
antioxidantes de las mezclas en ambos ensayos. Para el radical DPPH, los aceites esenciales 
no modificados poseen un mayor número de halos de captación que para el caso del 
superóxido. Sin embargo en ambos casos el número de halos se incrementa luego de la 
reacción (Figura 45). 
 
Figura 45. Gráfico de barras comparativo de halos de captadores de DPPH y de Superóxido 
obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y modificados mediante la reacción de 
bromación en solución. 
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Cabe remarcar que en el caso de captación de DPPH, 35 de los 65 halos observados en 
las mezclas bromadas (54 %) no estaban presentes en los aceites esenciales de partida. Si, a 
los efectos de simplificar el cálculo, se asume que no hay repetición de componentes entre las 
diferentes mezclas de partida, el número total de captadores de DPPH creció de 51 a 86, lo 
que implica un incremento del 69 %. Similarmente, 26 de los 47 halos de captación de 
superóxido observados en las mezclas bromadas (55 %) no estaban presentes en los aceites 
esenciales de partida. Esto indica que el número total de captadores de superóxido creció de 
27 a 53, lo que implica un incremento del 96 % (asumiendo nuevamente que no hay 
repetición de componentes entre las diferentes mezclas de partida). Sin embargo, es probable 
que estos números sean inferiores debido a la presencia de componentes que están presentes 
en más de uno de los aceites esenciales utilizados y que al ser modificados producen los 
mismos compuestos bromados captadores de DPPH o de superóxido. 
3.2.7.2 Detección de inhibidores enzimáticos  
3.2.7.2.1 Actividad inhibitoria de la enzima - Glucosidasa 
En la Tabla 14 se resumen los halos de inhibición observados para este conjunto de 
AEs, mostrandose solamente aquellos que han presentado al menos un halo de inhibición para 
el aceite esencial natural o modificado. 
Tabla 14. Resumen de halos de inhibición de β-glucosidasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y 
modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Especie vegetal  Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
P. racemosa 
testigo 0; 0,22 
2 3 2 
bromado  0,14; 0,22; 0,66 
C. bergamia 
testigo 0,133 
1 0 0 
bromado  
C. verum 
testigo  0,27 
1 2 2 
bromado  0,03; 0,19 
Cedrus sp 
testigo  0,11 
1 2 1 
bromado 0,11; 0,22 
C. sempervirens 
testigo 0,19 
1 1 1 
bromado 0,66 
C. sativum 
testigo 0,19 
1 1 0 
bromado 0,19 
J. communis 
testigo 0; 0,05; 0,16 
3 3 0 
bromado 0; 0,05; 0,16 
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Especie vegetal  Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
A. dracunculus 
testigo 0; 0,05; 0,16 
3 0 0 
bromado  
E. globulus 
testigo 0; 0,16; 0,22 
3 3 1 
bromado 0,16; 0,22; 0,66 
F. vulgare 
testigo 0,55 
1 2 2 
bromado 0; 0,16 
L. angustifolia 
testigo 0 ; 0,55 
2 3 1 
bromado 0; 0,55; 0,60 
C. Citratus 
testigo 0,27 
1 0 0 
bromado  
C. limonum 
testigo  
0 1 1 
bromado 0,55 
L. cubeba 
testigo 0,06; 0,34 
2 1 1 
bromado  0,56 
M. arvensis 
testigo  
0 1 1 
bromado  0,41 
M. viridiflora 
testigo  0,24 
1 1 1 
bromado  0,17 
M. fragrans 
testigo  0,22 
1 3 2 
bromado  0; 0,22; 0,56 
O. vulgare 
testigo  0,27 
1 1 0 
bromado  0,27 
S. officinalis 
testigo  0,22 
1 3 2 
bromado  0,22; 0,46; 0,53 
V. zizaniodes 
testigo  
0 1 1 
bromado 0,53 
C. odorata 
testigo  0,18 
1 1 0 
bromado  0,18 
C. cassia 
testigo  0; 0,35 
2 2 0 
bromado  0; 0,35 
Número total de halos de inhibición enzima β-glucosidasa 29 35 19 
 
Como se puede observar se presentan un mayor número de halos de inhibición para 
esta actividad luego de la reacción de bromación. Para esta actividad inhibitoria, 19 de los 35 
halos de inhibición observados en las mezclas bromadas (54 %) no estaban presentes en los 
aceites esenciales de partida (Figura 46). Por otra parte, si asumimos que no hay repetición de 
componentes entre las diferentes mezclas de partida, esto indica que el número total de 
captadores creció de 29 a 48, lo que implica un incremento del 65 %. 
Paula García  Resultados y Discusión 
96 
 
 
Figura 46. Gráfico de barras comparativo de halos de inhibición de β-
glucosidasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y modificados 
mediante la reacción de bromación en solución. 
3.2.7.2.2 Actividad inhibitoria de la enzima Acetilcolinesterasa 
En la Tabla 15 se resumen los halos de inhibición observados para este conjunto de 
AEs. 
Tabla 15. Resumen de halos de inhibición de acetilcolinesterasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos 
y modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
A. alba 
testigo  0,12; 0,45 
2 3 1 
bromado 0,12; 0,45 ; 0,56 
A. absinthium 
testigo 0,10; 0,18; 0,45 
3 0 0 
bromado  
A. sativum 
testigo 0,50 
1 0 0 
bromado  
O. basilicum 
testigo 0,26; 0,52 
2 2 2 
bromado 0,15; 0,37 
C. aurantium 
testigo 0,15; 0,38 
2 4 4 
bromado 0,02; 0,09; 0,47; 0,55 
P. racemosa 
testigo 0,03; 0,24 
2 2 1 
bromado 0,03;0,09 
C. bergamia 
testigo 0,24; 0,46 
2 3 3 
bromado 0,07; 0,17 ; 0,56 
C. verum 
testigo 0,24 
1 3 3 
bromado 0,02; 0,07; 0,31 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
Cedrus sp 
testigo 0,02; 0,10; 0,19; 0,44 
4 3 1 
bromado 0,10; 0,19; 0,29 
J. virginiana 
testigo 0,11; 0,26; 0,40 
3 4 2 
bromado 0,18; 0,26; 0,28; 0,40 
C. sempervirens 
testigo 0,17; 0,42 
2 3 3 
bromado 0,07; 0,25; 0,57 
C. sativum 
testigo 0,18; 0,28 
2 2 0 
bromado 0,18; 0,28 
J. communis 
testigo  
0 1  
bromado 0,59 
A. dracunculus 
testigo 0,65 
1 3 3 
bromado 0,30; 0,40; 0,49 
E. globulus 
testigo 0,11; 0,40 
2 2 1 
bromado 0,11; 0,54 
F. vulgare 
testigo 0,51 
1 3 3 
bromado 0,22; 0,42; 0,60 
L. angustifolia 
testigo 0,03; 0,10 ; 0,16; 0,22; 0,50 
5 8 3 
bromado 
0,03; 0,10 ; 0,16; 0,22; 0,31; 0,40; 
0,50; 0,57 
C. citratus 
testigo 0,10; 0,31 
2 1 1 
bromado 0,31 
C. aurantifolia 
testigo 0,15; 0,44 
2 2 1 
bromado 0,15; 0,59 
C. limonum 
testigo 0,26; 0,40 
2 6 6 
bromado 0,02; 0,11; 0,20; 0,48; 0,58; 0,66 
L. cubeba 
testigo 0,28 
1 1 1 
bromado 0,57 
M. arvensis 
testigo 0,20; 0,28; 0,37; 0,46 
4 5 1 
bromado 0,20; 0,28; 0,37; 0,46; 0,57 
M. viridiflora 
testigo 0,03; 0,18; 0,41 
3 4 1 
bromado 0,03; 0,18; 0,41; 0,57 
M. fragrans 
testigo  0,13; 0,23; 0,37 
3 7 4 
bromado 
0,06; 0,13; 0,23; 0,37; 0,44; 0,51; 
0,58 
C. martinii 
testigo 0,13; 0,45 
2 3 2 
bromado 0,06; 0,13; 0,38 
P. cablin 
testigo 0,18;0,30 
2 2 1 
bromado 0,12; 0,18 
P. sylvestris 
testigo 0,15 
1 3 2 
bromado 0; 0,15; 0,62 
S. officinalis 
testigo 0,43 
1 2 2 
bromado 0,30; 0,57 
V. zizaniodes testigo 0,35 1 1 0 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos 
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
bromado 0,35 
C. odorata 
testigo 0,35 
1 1 0 
bromado 0,35 
C. cassia 
testigo 0,19 
1 5 4 
bromado 0; 0,17; 0,14; 0,19; 0,21 
Número total de halos de inhibición enzima acetilcolinesterasa 61 89 56 
 
Como se puede observar se presentan un mayor número de halos de inhibición para 
esta actividad luego de la reacción de bromación. Estos resultados son graficados en la Figura 
47. 
 
Figura 47. Gráfico de barras comparativo de halos de inhibición 
acetilcolinesterasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y 
modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Cabe remarcar que 56 de los 89 halos de inhibición observados en las mezclas 
bromadas (63  %) no estaban presentes en los aceites esenciales de partida. Si, nuevamente,  
asumimos que no hay repetición de componentes entre las diferentes mezclas de partida, esto 
indica que el número total de captadores creció de 61 a 117, lo que implica un incremento del 
92 %. 
3.2.7.2.3 Actividad inhibitoria de la enzima tirosinasa 
En la Tabla 16 se resumen los halos de inhibición observados para este conjunto de 
AEs.  
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Tabla 16. Resumen de halos de inhibición de tirosinasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y 
modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
A. alba 
testigo  0,03; 0,20 
2 1 1 
bromado  0,55 
A. absinthium 
testigo  0,03 
1 1 1 
bromado  0,55 
A. sativum 
testigo 0,55 
1 2 2 
bromado 0,42; 0,48 
O. basilicum 
testigo 0,08; 0,50 
2 5 4 
bromado 0,08; 0,20; 0,24; 0,42; 0,50 
C. aurantium 
testigo 0,20; 0,66 
2 0 0 
bromado  
P. racemosa 
testigo 0,17; 0,27 
2 2 1 
bromado 0,17, 0,23 
C. bergamia 
testigo 0,31 
1 2 2 
bromado 0,54; 0,62 
C. verum 
testigo 0,22; 0,34 ; 0,52 
3 3 1 
bromado 0,04; 0,22; 0,34 
Cedrus sp 
testigo 0,06 
1 1 1 
bromado 0,22 
J. virginiana 
testigo  0,33; 0,67 
2 0  
bromado  
C. sempervirens 
testigo  0,04; 0,15; 0,24 
3 2 2 
bromado  0,48; 058 
C. sativum 
testigo  
0 1 1 
bromado   0,56 
A. dracunculus 
testigo 0; 0,05; 0,55 
3 4 1 
bromado 0; 0,05; 0,22; 0,55 
E. globulus 
testigo  
0 1 1 
bromado  0,55 
F. vulgare 
testigo 0,16; 0,55 
2 3 2 
bromado 0,138; 0,25; 0,55 
C. Citratus 
testigo  0,06; 0,27 
2 0 0 
bromado  
L. cubeba 
testigo  0,08; 0,32 
2 0 0 
bromado  
M. fragrans 
testigo  0,22 
1 2 2 
bromado  0,57; 0,64 
O. vulgare 
testigo  0,25 
1 0 0 
bromado  
P. sylvestris 
testigo  
0 3 3 
bromado  0,06; 0,52; 0,61 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos de 
inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
S. officinalis 
testigo  
0 1 1 
bromado  0,25 
C. odorata 
testigo  0,30 
1 0 0 
bromado  
C. cassia 
testigo  0,03; 0,22; 0,30 
3 2 1 
bromado  0; 0,22 
Número total de halos de inhibición enzima tirosinasa 35 36 27 
 
Como se puede observar no se presentan un mayor número de halos de inhibición para 
la actividad inhibitoria de la enzima tirosinasa luego de la reacción de bromación. Estos 
resultados son graficados en la Figura 48. 
 
Figura 48. Gráfico de barras comparativo de halos de inhibidores de tirosinasa 
obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y modificados mediante la 
reacción de bromación en solución. 
Sin embargo, 27 de los 36 halos de inhibición observados en las mezclas bromadas 
(75 %) no estaban presentes en los aceites esenciales de partida, lo que implica que de igual 
manera se generaron cambios en las propiedades biomoleculares de estas mezclas debido a la 
reacción de bromación. Si asumimos que no hay repetición de componentes entre las 
diferentes mezclas de partida, esto indica que el número total de inhibidores creció de 35 a 62, 
indicando un incremento del 77 %.  
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3.2.7.2.4 Actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa 
En la Tabla 17 se resumen los halos de inhibición observados para este conjunto de 
AEs, se mostrándose solamente aquellos que han presentado al menos un halo de inhibición 
para el aceite esencial natural o modificado. Como fuera mencionado en la (Sección 1.5.2), el 
ensayo autográfico de XO detecta la actividad enzimática sobre placa midiendo la producción 
de superóxido, por lo tanto aquellos compuestos que son captadores de superóxido, 
producirán un halo a pesar de no ser inhibidores de la enzima. Por lo tanto, para evitar contar 
falsos positivos, se consideraron como halos de inhibición de XO solamente aquellos halos 
presentes en esta autografía enzimática y además ausentes en la autografía de antioxidantes 
captadores de superóxido. 
Tabla 17. Resumen de halos de inhibición de xantina oxidasa obtenidos para aceites esenciales (AEs) nativos y 
modificados mediante la reacción de bromación en solución. 
Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos 
de inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
A. alba 
testigo  0,41 
1 7 6 
bromado 
0; 0,10; 0,16; 0,32; 0,41; 0,50; 
0,56 
A. absinthium 
testigo  
0 6 6 
bromado 0,08; 0,15; 0,33; 0,44; 0,50; 0,58 
A. sativum 
testigo 0,02; 0,08 
2 2 2 
bromado 0,51; 0,61 
O. basilicum 
testigo  
0 4 4 
bromado 0,03; 0,11; 0,18; 0,60 
C. aurantium 
testigo  
0 8 8 
bromado 
0,02; 0,09; 0,15; 0,20;0,25; 0,31; 
0,44; 0,54 
C. bergamia 
testigo  0,02; 0,38 
2 8 7 
bromado 
0,02; 0,09;0,15;0,19; 0,26; 0,35; 
0,49; 055 
C. verum 
testigo  0; 0,39; 047;0,55 
3 2 2 
bromado  0,33; 0,49 
Cedrus sp 
testigo 0,57 
1 0 0 
bromado  
J. virginiana 
testigo 0,56 
1 3 3 
bromado 0,07; 0,15; 0,33 
C. sempervirens 
testigo  0 
1 6 6 
bromado  0,09; 0,20; 0,25; 0,33; 0,46; 0,56 
C. sativum 
testigo  0,03; 0,53; 0,58 
3 6 4 
bromado  0,03; 0,09; 0,15; 0,29; 0,35; 0,58 
J. communis 
testigo 0,02; 0,58 
2 6 4 
bromado 0,02; 0,09; 0,14; 0,20; 0,50; 0,58 
A. dracunculus 
testigo 0,24; 032; 0,55 
3 6 3 
bromado 0,14; 0,24; 0,32; 0,43; 0,49; 0,55 
E. globulus 
testigo 0,02 
2 7 6 
bromado 
0,02; 0,08; 0,14; 0,22; 0,31; 0,48; 
0,57 
F. vulgare testigo  0,02; 0,16; 0,19; 0,33 4 4 2 
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Especie vegetal Aceite esencial 
Relación de Frente (Rf) de halos 
de inhibición 
N° halos  
AEs 
N° halos 
AEBs 
N° halos 
“nuevos” 
bromado  0,16; 0,25; 0,33; 0,56 
L. angustifolia 
testigo  
0 3 3 
bromado  0,06; 0,14; 0,63 
C. aurantifolia 
testigo  
0 7 7 
bromado 
 0,01; 0,08; 0,15; 0,22; 0,31; 0,48; 
0,55 
C. limonum 
testigo  
0 5 5 
bromado  0,01; 0,08; 0,14; 0,47; 0,55 
L. cubeba 
testigo  
0 5 5 
bromado 0,07; 0,12; 0,17; 0,44; 0,55 
M. arvensis 
testigo  
0 3 3 
bromado 0,07; 0,48; 0,55 
M. viridiflora 
testigo  
0 6 6 
bromado 0,02; 0,08 ; 0,17; 0,28; 0,45; 0,55 
M. fragrans 
testigo  
0 2 2 
bromado 0,45; 0,55 
O. vulgare 
testigo  
0 2 2 
bromado 0,09; 0,14 
C. martinii 
testigo  
0 4 4 
bromado 0,02; 0,07; 0,12; 0,30 
P. sylvestris 
testigo  
0 5 5 
bromado 0,09; 0,21; 0,30; 0,48; 0,55 
S. officinalis 
testigo  
0 4 4 
bromado  0,07; 0,12; 0,49; 0,58 
V. zizaniodes 
testigo  0,04 
1 4 3 
bromado  0,04; 0,14; 0,18; 0,59 
C. odorata 
testigo  0,03 
1 3 3 
bromado  0;0,48; 0,60 
C. cassia 
testigo  0,15; 0,21 
2 4 3 
bromado  0; 0,21; 0,37; 0,48 
Número total de halos de inhibición para enzima xantina oxidasa 29 132 118 
 
Como se puede observar se presenta un mayor número de halos de inhibición para esta 
actividad luego de la reacción de bromación (Figura 49). Estos resultados muestran el alto 
impacto global que produce la reacción de bromación en las propiedades inhibitorias de la 
enzima XO de este grupo de aceites esenciales. 
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Figura 49. Gráfico de barras comparativo de halos de inhibición xantina 
oxidasa obtenidos para aceites esenciales naturales (AEs) y modificados 
mediante la reacción de bromación (AEBs). 
Cabe remarcar que 118 de los 132 halos de inhibición observados en las mezclas 
bromadas (89 %) no estaban presentes en los aceites esenciales de partida. Si asumimos que 
no hay repetición de componentes entre las diferentes mezclas de partida, esto indica que el 
número total de inhibidores creció de 29 a 147, lo que implica un incremento del 407 %. 
La evaluación a través de ensayos autográficos mostró que la reacción produce 
cambios interesantes en las propiedades biológicas generando un número significativo de 
halos de inhibición (ausentes en los AEs de partida). Dependiendo de la actividad biológica 
evaluada, entre el 54 % y el 89 % del total de halos observados en los AEs bromados fueron 
resultantes de la reacción (Figura 50). El mayor impacto en las propiedades biológicas de 
estas mezclas fue observado para la actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa, donde 
el porcentaje de nuevos activos es mayor al 80 %. 
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Figura 50. Porcentaje de halos nuevos generados por la reacción de bromación para la actividad captadora de 
2,2-di (4-tert-octilfenil)-1-picril-hidrazilo (DDPH) y superóxido (O2
.-
); y para la actividad inhibitoria de las 
enzimas β-glucosidasa (β-glc), acetilcolinesterasa(AChE), tirosinasa (Tyr) y xantina oxidasa (XO). 
3.2.8 Aislamiento bioguiado del aceite esencial modificado con bromo de 
Foeniculum vulgare Mill. 
En la Sección 3.2.7, se muestra el alto impacto global que produce la reacción de 
bromación en solución en las propiedades biomoleculares de este grupo de AEs. El AEB de 
Foeniculum vulgare Mill presentó uno de los halos más interesantes en los ensayos de 
actividad inhibitoria de las enzimas tirosinasa y xantina oxidasa (Figura 51), por lo cual se 
decidió realizar su fraccionamiento bioguiado. 
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Figura 51. CCD del AE (I) y del AEB (II) de F. vulgare 
desarrollada en sistema de solvente hexano:AcOEt (9:1). (a) 
Revelado bajo luz UV254 nm, (b) vainillina sulfúrico, (c) 
autografía para la detección de inhibidores de tirosinasa y (c) 
autografía para la detección de inhibidores de xantina oxidasa. 
El AEB de F. vulgare se sometió a cromatografía en columna (CC) sobre silica gel 
eluyendo con gradiente de hexano:AcOEt, desde hexano hasta hexano:AcOEt 90:10. Se 
realizó el seguimiento de las fracciones activas mediante autografía para la detección de 
inhibidores de tirosinasa, por ser de los dos el ensayo más sencillo y rápido. Se obtuvieron 14 
fracciones (F1-F14), resultando activa la fracción F8 (12,5 mg) que por CCD mostró 
solamente la presencia del 2-bromo-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona (1, Figura 52). La 
elucidación estructural del compuesto 1 se realizó utilizando como herramientas EMAR, CG-
EM, RMN de 
1
H, 
13
C y de correlación homo y heteronuclear como correlación 
espectroscópica 
1
H-
1
H (COSY, del inglés Correlation Spectroscopy), correlación 
heteronuclear cuántica simple 
1
H-
13
C con mejora sin distorsión por transferencia de 
polarización (HSQC-DEPT, del inglés Heteronuclear Single Quantum Correlation-
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) y correlación heteronuclear a varios 
enlaces 
1
H-
13
C (HMBC, del inglés Heteronuclear Multiple Bond Correlation). 
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Figura 52. Compuesto 1 aislado del AEB de F. vulgare. 
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 1 (Figura 53) presentó una integración total 
para 11 H, a campos bajos mostró la presencia de dos dobletes uno en δH 8,01 ppm (J= 8 Hz) 
y otro en δH 6,95 ppm (J= 8 Hz) que integraron para 2H cada uno. Por las señales 
características, estos 4H pertenecen a un anillo aromático sustituído en posición para. Se 
evidenció la presencia de un singlete en δH 3,88 ppm con integración para 3H, 
correspondiente a un metoxilo aromático.  
 
Figura 53. Espectro de RMN de 
1
H (desde 1,6 ppm a 8,50 ppm) del compuesto 1 aislado del aceite esencial 
bromado de F. vulgare. 
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Además, se observó un doblete en δH 1,88 ppm (J= 7 Hz)  con integración para 3H 
correspondiente a un metilo y un cuadruplete en δH 5,26 ppm con integración para 1H (J= 7 
Hz) correspondiente a un grupo -CHBr, que tanto por su valores de constantes de 
acoplamiento como por su correlación en 
1
H-
1
H COSY (Figura 54), demostraron ser vecinos  
 
Figura 54. Espectro de 
1
H -
1
H COSY ampliado (desde 5,60 a 4,86 ppm 
para F2 y 2,15 a 1,60 ppm para F1) del compuesto 1 aislado del aceite 
esencial bromado de F. vulgare. 
Los espectros de RMN
 
(Anexo I) de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado DEPT) y HMBC 
indicaron la presencia de 10 C, de los cuales dos corresponden a 2 carbonos cuaternarios 
aromáticos uno con δC 164,0 ppm (C4) y el otro δC 126,1 ppm (C1) y dos señalas ubicadas en 
126,1 ppm (C2 y C6) y 114,0 ppm (C3 y C5) corresponden a 4 carbonos del anillo aromático 
disustituído en para. En el experimento HMBC, se observó la señal de un carbono en la zona 
de desplazamiento correspondiente a carbonos carbonílicos (δc=192,0 ppm, C1a) con 
correlación a 3 enlaces con los H del grupo metilo (δH= 1,88 ppm, H1c) y con los H 
aromáticos que se presentan a campos más bajos (δH= 8,00 ppm, H2 y H6) (Figura 55a). Por 
otra parte, estos últimos protones (Figura 55b), presentaron correlación a tres enlaces con los 
carbonos C2 y C6 (debido que son señales congruentes por la simetría de la molécula) y con 
la señal correspondiente al carbono aromático de campo más bajo (C4). Además, este último 
carbono (Figura 55c) presentó correlación a 3 enlaces con los protones del grupo metoxilo 
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(H4a). Por su parte los protones H3 y H5 (Figura 55d), presentaron correlación a tres enlaces 
con el carbono cuaternario C1, además de la correlación a tres enlaces con los carbonos C5 y 
C3, respectivamente (debido a la simetría de la molécula).  
 
Figura 55. Espectro de HMBC ampliado (desde 8,55 a 1,70 ppm para F2 y 200 a 100 ppm para F1) del 
compuesto 1 aislado del aceite esencial bromado de F. vulgare. 
Por su parte, el análisis por espectrometría de masa de alta resolución (EMAR) del 
compuesto 1 (Figura 56) muestra señales correspondientes a la molécula protonada [M+H] 
de m/z = 243,0013 (requerido, m/z =243,0015; error 0,8 ppm) y al aducto [M+Na] de m/z = 
264,9830 (requerido m/z =264,9835; error 1,6 ppm) que fueron verificados para la fórmula 
molecular C10H11BrO2, con el correspondiente patrón isotópico característico de compuestos 
bromados.  
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Figura 56. Espectro de masa de alta resolución (ampliado 240-270 m/z) del compuesto 1 
aislado del aceite esencial bromado de F. vulgare 
Una vez aislado el compuesto 1 se corroboró por tR y fragmentación por IE (CG-EM), 
que el mismo estaba presente en un 1,28 % respecto al área de integración total en el aceite 
esencial bromado de F. vulgare (Figura 57b y c).  
 
Figura 57. Cromatogramas obtenidos mediante CG-EM (a) Aceites esencial de F. vulgare (inserto: espectro de 
masa IE de anetol) (b) Aceite esencial modificado de F. vulgare (b) Compuesto 1 obtenido en el fraccionamiento 
de F. vulgare bromado, (inserto: espectro de masa IE de compuesto 1). 
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El potencial precursor natural del compuesto activo 1 podría ser el (E)-1-metoxi-4-
(prop-1-en-1-il)benceno (anetol, Figura 58). Este compuesto se encuentra presente en el 
aceite esencial de F. vulgare (Figura 57a) y su conversión en la α-bromocetona 1 utilizando 
diferentes agentes bromantes ha sido reportada.
136, 137
 Al realizar la reacción de bromación de 
anetol en las mismas condiciones utilizadas para la bromación del aceite esencial se obtuvo 1 
con un rendimiento del 3,9 %. En vistas de este bajo rendimiento y con la necesidad de 
obtener más cantidad del compuesto 1 para ensayos biológicos, se decidió sintetizar este 
compuesto a partir de 1-(4-metoxifenil)propan-1-ona (Figura 58) en condiciones reportadas, 
138
 muy similares a las utilizadas en esta tesis, obteniendo 1 con un 48 % de rendimiento. 
 
Figura 58. Precursores sintéticos de compuesto 1. 
De acuerdo con los análisis autográficos iniciales el compuesto 1 podría ser el responsable de 
la actividad inhibidora mostrada por el aceite esencial bromado de F. vulgare tanto frente a la 
enzima tirosinasa como frente a la enzima xantina oxidasa (Figura 51, página 105). Debido a 
que el aislamiento del compuesto 1 fue bioguiado en base a la actividad inhibitoria de 
tirosinasa, para corroborar la identidad del compuesto inhibidor de xantina oxidasa presente 
en el aceite esencial bromado de F. vulgare se aplicó la metodología de bioautografía 
acoplada a espectrometría de masa para la identificación de compuestos (BIOMSID, del 
inglés BIOautography coupled to Mass Spectrometry for the IDentification of compounds).
132
 
Esta metodología recientemente reportada por nuestro grupo permite obtener la probable 
formula molecular de un compuesto bioactivo presente en una mezcla compleja conectando 
un ensayo autográfico con espectrometría de masa de alta resolución.  
Esta combinación de CCD-autografía-EMAR suele verse dificultada por la resolución 
de la cromatografía en capa delgada, sobre todo cuando se analizan mezclas complejas. La 
baja resolución de este tipo de cromatografía hace que, en general, la zona de la placa 
correspondiente a un halo de inhibición contenga un número importante de compuestos 
químicos que incluyen: el o los compuestos activos (responsable/s del halo), otros compuestos 
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inactivos que coeluyen y reactivos provenientes del ensayo autográfico. La complejidad de los 
espectros de masa de muestras extraídas de halos de inhibición hace entonces necesario el 
tratamiento de los espectros a los efectos de identificar cual de los picos presentes es el que 
pertenece al compuesto activo. Las señales debidas a los reactivos del ensayo pueden fitrarse 
por comparación con blancos que contienen estos reactivos solamente, sin embargo, no es 
factible preparar un blanco que permita distinguir las señales pertenecientes al compuesto 
activo de las señales provenientes de compuestos inactivos que coeluyen. En la estrategia 
BIOMSID, esta distinción se realiza por comparación de la composición química del halo 
producido por una determinada mezcla compleja, cuando la bioautografía se realiza luego de 
desarrollar la placa cromatográfica con diferentes sistemas de solventes. Esta estrategia se 
basa en que es muy probable que la composición química no vinculada con la bioactividad en 
un halo de inhibición sea distinta en CCDs de la misma muestra realizadas con distintos 
sistemas de solventes, es decir que la población de compuestos inactivos que coeluyen con el 
activo dependerá de las condiciones cromatográficas. Por lo tanto, la comparación 
programada de espectros de masa permitiría identificar la señal correspondiente al activo. Esta 
comparación se realiza utilizando un algoritmo escrito en MATLAB que permite la 
identificación del/los compuesto/s activo/s, ya que revela los iones comunes solamente a 
todos los espectros provenientes de muestras de halo. Esta estrategia ha sido reportada 
solamente para la asignación de formulas moleculares de inhibidores conocidos de la enzima 
acetilcolinesterasa, presentes en extractos naturales, sin embargo, debería ser factible su 
aplicación a otros ensayos autográficos, como el de xantina oxidasa, y a otro tipos de mezclas, 
como aceites esenciales bromados.  
Se desarrollaron tres CCDs del AEB de F. vulgare, con diferentes sistemas de 
solventes, las cuales fueron reveladas autográficamente para XO (Figura 59). De cada placa, 
se tomaron muestras del gel de agar del halo de inhibición, y de la matriz coloreada. Se 
adquirieron los espectros respectivos, los que se procesaron con BIOMSID. En una primera 
etapa, el algoritmo filtró las señales no relacionadas con la composición química del halo 
(buffer, reactivo revelador, sustrato), luego comparó los espectros filtrados detectando las 
señales comunes a todos ellos.  
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Figura 59. CCDs del AEB de F. vulgare, con diferentes sistemas 
de solventes reveladas autográficamente para XO. 
De esta forma, fue verificada la formula molecular correspondiente al compuesto 
activo, C10H11BrO2, en la Figura 60 pueden observarse los iones moleculares [M+H]
+
 y 
[M+Na]
+
, con el correspondiente patrón isotópico característico de compuestos bromados. De 
esta forma, se corroboró que el compuesto responsable de la actividad inhibitoria para ambas 
enzimas era el mismo. 
 
Figura 60. Gráfico resumen de la metodología BIOMSID 
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A fin de cuantificar la actividad inhibitoria de este compuesto frente a las enzimas 
tirosinasa
139
 y xantina oxidasa se realizaron ensayos en microplaca. Con respecto a la 
actividad inhibitoria de tirosinasa el compuesto 1 presentó una CI50 de 21,40 µM, siendo 1,96 
veces más activo que el inhibidor de referencia ácido kójico (CI50 = 42,16 µM). Con respecto 
a la actividad inhibitoria de xantina oxidasa el compuesto presentó una IC50 de 5,90 µM, 
siendo 2,26 veces menos activo que el inhibidor de referencia alopurinol (CI50 = 2,60 µM). 
3.2.9 Aislamiento bioguiado del aceite esencial modificado con bromo de Artemisia 
dracunculus L. 
En la Sección 3.2.7.2.2, se muestra el alto impacto global que produce la reacción de 
bromación en solución sobre la actividad inhibitoria de acetilcolinestarasa de este grupo de 
AEs. El AEB de Artemisia dracunculus L presentó dos halos interesantes en el ensayo de 
actividad inhibitoria de esta enzima (Figura 61), que estaban ausentes en el AE de partida, 
por lo cual se realizó su fraccionamiento bioguiado. 
 
Figura 61. CD de AE (I) y AEB (II) de A. dracunculus 
desarrollada en sistema de solvente hexano:AcOEt (9:1). (a) 
Revelado bajo luz UV 254 nm, (b) vainillina sulfúrico, (c) autografía 
para la detección de inhibidores de acetilcolinesterasa. 
Se realizó el aislamiento mediante CC empleando gradiente de hexano:AcOEt y 
monitoreando la actividad de las fracciones utilizando la autografía para la detección de 
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inhibidores de acetilcolinesterasa.
132
 Se obtuvieron 10 fracciones (F1-F10), resultando activas 
las fracciones F3, F4 y F5. En la F3 se observó la presencia del halo de inhibición de mayor 
Rf (Rf=0,49), en la fracción F5 se observó la presencia del halo de inhibición de menor Rf (Rf 
=0,40) y en la fracción F4 aparecieron ambos halos de inhibición.  
La fracción F3 contiene al compuesto 1-(2,3-dibromopropil)-4-metoxibenzeno (2) y la 
fracción F5 contiene el compuesto 1-(1,3-dibromopropan-2-il)-4-metoxibenzeno (3) (Figura 
62). La elucidación estructural de ambos compuestos fue realizada utilizando como 
herramientas CG-EM, RMN de 
1
H, 
13
C y de correlación homo y heteronuclear como 
1
H-
1
H 
COSY, HSQC (editado DEPT) y HMBC.  
 
Figura 62. Compuestos aislados del AEB de A. dranculus. 
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 2 (Figura 63) presentó una integración total 
para 10 H, a campos bajos mostró la presencia de dos dobletes uno en δH 7,21 ppm (J= 8,7 
Hz) y otro en δH 6,87 ppm (J= 8,7 Hz) que integraron para 2H cada uno, ambos 
pertenecientes al mismo sistema de spins. Estos 4H pertenecen a un anillo aromático 
sustituído en posición para. Debido a la simetría que presenta el anillo, H3 y H5 son 
equivalentes en desplazamiento químico, como así también lo son los protones H2 y H6. Se 
evidenció además un singlete en δH 3,81 ppm con integración para 3H, correspondiente a un 
metoxilo aromático que es uno de los sustituyentes en para del anillo aromático.  
Paula García  Resultados y Discusión 
115 
 
 
Figura 63. Espectro de RMN de 
1
H (desde 1,6 ppm a 8,50 ppm) del compuesto 2 aislado del AEB de A. 
dracunculus. 
En el espectro de HSQC (editado en DEPT) (Figura 64) puede observarse que los 
protones unidos al carbono C1a (δc 41,0 ppm) presentan distintos desplazamientos químicos 
entre sí (H1a, δH 3,10 y H1a’, δH 3,41), es decir son diastereotópicos. Lo mismo sucede con 
los protones metilénicos (H1c, δH 3,61 ppm y H1c’, δH 3,81 ppm) unidos al C1c (δc 35,9 
ppm).  
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Figura 64. Espectro de HSQC (editado en DEPT) ampliado (desde 4,40 a 3,00 ppm para F2 y 62 a 100 ppm para 
F1) del compuesto 2 aislado del AEB de A. dracunculus. 
En el espectro de HH COSY (Figura 65) muestra que estos protones son vecinos al 
proton con δH 4,32 ppm (H1b), el cual esta unido a un centro estereogénico (C1b). Siendo 
diastereotópicos cada uno de ellos presenta además distinta constante de acoplamiento con el 
protón H1b unido al centro estereogénico. Esto también explica porque la señal del protón 
H1b aparece como un multiplete. 
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Figura 65. Espectro de HH COSY ampliado (desde 4,6 a 4,10 ppm para F2 y 
4,00 a 2,80 ppm para F1) del compuesto 2 aislado del AEB de A. dracunculus. 
Los espectros de RMN (Anexo II) de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado DEPT) y HMBC 
indicaron la presencia de 10 C, de los cuales dos correspondían a carbonos cuaternarios 
aromáticos uno con δC 158,8 ppm (C4) y el otro con δC 128,7 ppm (C1) y dos señalas 
ubicadas en δC 130,6 ppm (C2 y C6) y δC 113,9 ppm (C3 y C5) correspondían a los cuatro 
carbonos del anillo disustituído en para. En el experimento HMBC, se observó correlación a 
3 enlaces entre los protones metilénicos H1a y H1a´ con los carbonos que aparecen a campos 
más bajos (δC 130,6 ppm, C 2 y 6).  
El compuesto 2 fue sometido a cromatografía gaseosa, donde el único pico obtenido 
fue coincidente (en tR y fragmentación por IE en espectro de masa) con un pico presente en el 
cromatrograma del aceite esencial modificado de A. dracunculus. El pico con tR de 39,4 
minutos presenta un espectro de masa (Figura 66) donde puede observarse el ion molecular 
de 307,90 m/z y el correspondiente patrón isótopico de un compuesto dibromado. 
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Figura 66. Espectro de masa correspondiente a tR de 34,9 minutos del cromatograma 
gaseoso del compuesto 2.
 
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 3 (Figura 67) también presentó una 
integración total para 10 H, a campos bajos mostró la presencia de dos dobletes uno en δH 
7,15 ppm (J= 8,8 Hz) y otro en δH 6,89 ppm (J= 8,8 Hz) que integraron para 2H cada uno. 
Por las señales características, estos 4H pertenecen a un anillo aromático sustituído en 
posición para. Esto es debido a la simetría que presenta el anillo, H3 y H5 son equivalentes 
en desplazamiento químico, como asi también lo son los protones H2 y H6. Se evidenció 
además un singlete en δH 3,80 ppm con integración para 3H, correspondiente a un metoxilo 
aromático.  
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Figura 67. Espectro de RMN de 1H (desde 7,30 ppm a 3 ppm) del compuesto 3 aislado del AEB de A. 
dracunculus. 
Debido a la simetría de la molécula, se presentan dos grupos metilenos CH2Br 
equivalentes entre sí, pero como en el caso del compuesto 2 los protones de cada metileno son 
diastereotópicos entre sí. Es decir se presenta en el espectro de RMN de 
1
H una señal doble 
doblete que integra para 2H con desplazamiento δH 3,76 ppm correspondiente a los protones 
H1c’ y H1b’ y con una pequeña diferencia de desplazamiento se ven los protones 
diastereotópicos correspondientes (δH 3,69 ppm, H1c y H1b). Estos protones presentaron 
correlación en el espectro de HH COSY con un quintuplete con desplazamiento δH 3,33 ppm 
(H1a).  
Los espectros de RMN
 
(Anexo III) de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado DEPT) y 
HMBC indicaron la presencia de 10 C, de los cuales dos correspondían a 2 carbonos 
cuaternarios aromáticos uno con δC 159,2 ppm (C4) y el otro δC 128,6 ppm (C1) y dos señalas 
ubicadas en δC 131,6 ppm (C2 y C6) y δC 114,1 ppm (C3 y C5) correspondientes a los 4 
carbonos del anillo disustituído en para. En el experimento HMBC (Figura 68), se observó 
correlación a 3 enlaces entre los protones metilénicos (H1b y H1c, CH2Br) con los carbonos 
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que aparecen a campos más bajos (δC 131,6 ppm, C 2 y C6). Y además presentan correlación 
con su metileno simétrico, es decir los protones H1b (ambos diastereótopos) presentan 
correlación a tres enlaces con C1c (δC 52,9 ppm) y vicerversa. 
 
Figura 68. Espectro de HMBC ampliado (desde 4,40 a 3,00 ppm para F2 y 62 a 100 ppm para F1) del 
compuesto 3 aislado del AEB de A. dracunculus. 
El compuesto 3 fue sometido a cromatografía gaseosa, donde el único pico obtenido 
fue coincidente (en tR y fragmentación por IE en espectro de masa) con un pico presente en el 
cromatrograma del aceite esencial modificado de A. dracunculus. El pico con tR de 38,2 
minutos presenta un espectro de masa (Figura 69) donde puede observarse el ion molecular 
de 307,90 m/z y el correspondiente patrón isótopico de un compuesto dibromado. La 
presencia del fragmento mayoritario m/z 210,10 es una evidencia mas de la simetría de la 
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molécula, ya que debido a esto la probalilidad de pérdida del fragmento neutro 
.
CH2Br es la 
misma. 
 
Figura 69. Espectro de masa correspondiente a tR de 38,2 minutos del cromatograma 
gaseoso de compuesto 3. 
A fin de cuantificar la actividad inhibitoria de estos compuestos frente a la enzima 
acetilcolinesterasa se realizaron ensayos en microplaca. El compuesto 3 posee una CI50 de 
88,47 µM y el compuesto 2 posee una CI50 de 70,93 µM. Ambos compuestos son inhibidores 
débiles de la enzima al ser comparados son el inhibidor de referencia fisostigmina que posee 
una CI50 de 0,63 µM en las mismas condiciones. 
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3.3 Reacción de fluoración  
Con el objetivo de la diversificación química de los componentes de estas mezclas 
naturales por fluoración se utilizó Selectfluor
®
. Este reactivo electrofílico tiene la 
particularidad de ser uno de los más seguros dentro de su grupo, relativamente poco tóxico y 
fácil de manejar.
140
 Ha demostrado capacidad para la fluoración de anillos aromáticos, 
alquenos, posiciones adyacentes a carbonilos e indoles,
141, 142 
los cuales resultan ser grupos 
funcionales comúnmente encontrados en los PNs. Este reactivo puede introducir átomos de 
flúor en moléculas por reacción con dobles enlaces y anillos aromáticos. Según el Diccionario 
de Productos Naturales,
16
 el 78% de los componentes de aceites esenciales presentes en la 
base de datos incluye al menos un grupo C=C en sus estructuras, y el 22 % contienen al 
menos un doble enlace aromático. Selectfluor también puede introducir átomos de flúor a 
través de la transformación de enlaces carbono-hidrógeno a enlaces carbono-flúor de 
posiciones saturadas, como carbonos secundarios y terciarios,
143
 los cuales se encuentran en el 
84 % de los constituyentes de aceites esenciales en la base de datos. Además, este reactivo ha 
demostrado capacidad para la fluoración de otros grupos funcionales
140
 que están presentes en 
menor medida en los componentes de aceites esenciales tales como enoles (6,8 %) y alquinos 
(2,5 %).  
Las reacciones de fluoración de aceites esenciales se llevaron a cabo en acetonitrilo a 
ebullición.
140
 El reactivo en exceso se separó del aceite esencial fluorado por partición entre 
acetato de etilo (AcOEt) y una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 
(Figura 70). 
 
Figura 70. Esquema de protocolo de reacción de fluoración directa. 
3.3.1 Modificación de aceites esenciales con flúor 
Este protocolo se aplicó a 12 aceites esenciales (AEs) provenientes de las siguientes 
especies: Citrus bergamia L. (bergamota), Citrus limonum (L.) Burm. (limón), Cinnamomum 
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verum J.Presl (canela), Eucaliptus globulus Labill. (eucaliptus), Artemisia dracunculus L. 
(estragón), Foeniculum vulgare Mill. (hinojo), Mentha arvensis L. (menta), Coriandrum 
sativum L. (coriandro), Ocimum basilicum L. (albahaca), Cupressus sempervirens L.(ciprés), 
Lavandula angustifolia Mill. (lavanda) y Myristica fragrans Houtt. (nuez moscada). En la 
Tabla 18 se resumen los porcentajes de recuperación de los aceites esenciales. 
Tabla 18. Masas recuperadas de AEF relativas a las masas de los AE. 
Aceite esencial nativo % Rendimiento 
Citrus bergamia 121,76 
Citrus limonum 144,10 
Cinnamomum verum 45,91 
Eucaliptus globulus 64,06 
Artemisia dracunculus 85,93 
Foeniculum vulgare 128,28 
Menta arvensis 102,60 
Coriandrum sativum 121,53 
Ocimum basilicum 125,36 
Cupressus sempervirens 193,55 
Lavandula angustifolia 109,79 
Myristica fragrans 103,67 
 
Los porcentajes de recuperación de 9 de los 12 AEs fluorados son mayores al 100%. 
Tal como fue descripto para la reacción de bromación, esto sugiere un aumento en el peso 
molecular promedio de los constituyentes de los AEs de partida, el cual podría atribuirse a la 
incorporación de flúor en sus estructuras. 
3.3.2 Análisis de cambios en la composición química de aceites esenciales 
modificados con flúor.  
3.3.2.1 Comparación de la composición química de aceites esenciales naturales y 
modificados con fluor mediante CG-EM. 
Al igual que para los AEBs estas 24 mezclas fueron analizadas por a CG-EM 
detectando importantes diferencias en los perfiles químicos de los AEs respecto a los AEFs. 
En la mayoría de los casos, se observó un aumento considerable de la complejidad de los 
perfiles cromatográficos atribuidos a la formación de diferentes especies fluoradas a partir de 
un mismo precursor natural.  
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El análisis involucró el conteo de los picos cromatográficos presentes en cada uno de 
los 24 cromatogramas obtenidos en idénticas condiciones. Posteriormente, cada AEF fue 
comparado con su respectivo AE de partida en búsqueda de aquellos picos que fueran 
conservados luego de la reacción. De esta forma al igual que para aceites esenciales 
modificados con bromo, se obtuvieron los porcentajes de picos que desaparecen y aparecen 
debido a la reacción de fluoración. 
En promedio, el 90 % de los picos detectados en los cromatogramas de los AEs 
desaparecen como resultado de la reacción mientras que el 96 % de los picos presentes en los 
AEFs están ausentes en los AEs, es decir representan compuestos nuevos generados por la 
reacción (Figura 71). Estos porcentajes dan cuenta del impacto que tiene la reacción de sobre 
composición química de los aceites esenciales. 
 
Figura 71. Diagrama de cajas y bigotes representativo del 
impacto de la reacción de fluoración en la composición 
química de los aceites esenciales modificados. 
Además, en todos los casos la reacción produjo un aumento en el número de picos 
cromatográficos. El número promedio de compuestos detectados en las mezclas aumenta de 
37 (AEs) a 154 (AEFs) debido a la reacción de fluoración (Figura 72). Esto sugiere que, en 
promedio, cuatro compuestos serían generados a partir de cada precursor natural.  
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Figura 72. Diagrama de cajas y bigotes representativo del 
número total de picos cromatográficos presentes en los 
aceites esenciales antes (AEs)  y después de la reacción de 
fluoración (AEFs). 
Además de estos análisis cuantitativos, los datos obtenidos por CG-EM fueron 
transformados a un formato bidimensional y procesados estadísticamente (ACP). A partir de 
este análisis se logró discriminar la población en dos grupos: uno correspondiente a los AEFs 
(Figura 73, triángulos rojos) y otro a los AEs (Figura 73, círculos azules).  
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Figura 73. Gráfico de dispersión del CP1 respecto al CP2 de 
AEF ( ) y sus AEN ( ). 
Si bien los gráficos de loadings del CP1 no son muy indicativos del motivo por el cuál 
se da la separación en ese componente, a grandes razgos puede observarse que los aceites 
esenciales fluorados se relacionan con algunos buckets con altos tiempos de retención y 
relación m/z que tienen valores de CP1 negativos. 
Si bien en esta instancia se desconoce la composición química de los AEFs, los 
resultados en conjunto de RMN de 
1
H y de 
19
F, RMN de 
1
H-ACP, CG-EM y CG-EM-ACP 
demuestran la factibilidad de generar compuestos organofluorados a partir de esqueletos de 
origen natural por medio de reacciones de fluoración. 
Considerando que se sometieron a la reacción de fluoración 12 aceites esenciales que 
contienen en promedio 37 compuestos (de acuerdo con los datos promedio de CG-MS, 
Figura 72) de los cuales se modificó en promedio el 90 % de sus componentes (Figura 71), 
podría decirse que esta serie de reacciones han modificado alrededor de 400 compuestos de 
origen natural. Debe destacarse, que algunos componentes de los aceites esenciales de partida 
están presentes en más de un aceite esencial, por lo tanto el número total de compuestos 
diferentes que se modificaron puede ser significativamente inferior a 400.  
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Considerando que se obtuvieron los respectivos 12 aceites esenciales fluorados que 
contienen, en promedio, 157 compuestos cada uno (96 % de los cuales no estaban en los AEs 
de partida, Figura 71 y 72), podríamos decir que en total en esta serie de reacciones se 
produjeron alrededor de 1800 compuestos. Nuevamente, la redundancia en la composición 
química de los materiales de partida probablemente haga que una proporción más o menos 
significativa de los mismos sean compuestos repetidos (por provenir de compuestos que 
estaban presentes en más de uno de los aceites esenciales de partida sometidos a la reacción). 
3.3.2.2 Comparación de la composición química de aceites esenciales naturales y 
modificados con flúor mediante RMN de 
1
H. 
Para comparar las composiciones, se hicieron espectros de RMN de 
1
H de cada uno de 
los 12 aceites esenciales fluorados (AEFs) y de los correspondientes AEs de partida. Los 24 
espectros obtenidos se compararon utilizando ACP. Igual que para las mezclas bromadas, los 
espectros fueron pre-procesados con ProMetab
130
 y procesados con TOMCAT
131
 para obtener 
los CPs. 
El gráfico de dispersión de los tres primeros CPs (Figura 74) muestra la separación de 
las muestras en dos grupos, uno correspondiente a los AEs y otro a los AEFs. Estos últimos 
(triágulos rojos) poseen valores de CP3 negativos, mientras que los AEs (círculos azules) 
presentan valores positivos para el CP3. Estos resultados indican que la separación de estas 
muestras se produce principalmente en este componente, pero en el gráfico de loading del 
CP3 no fue posible identificar zonas de desplazamiento químico relacionadas con esta 
separación.  
 
Paula García  Resultados y Discusión 
128 
 
 
Figura 74. Gráfico de dispersión en 3 dimensiones de los CP1 y CP2  respecto del CP3 de AEFs ( ) y sus AEs 
( ). 
Posteriormente se realizaron espectros de RMN de 
19
F. En la Figura 75 pueden 
observarse los espectros de RMN de 
19
F de los 12 AEFs superpuestos, donde las señales más 
abundantes que aparecieron en la zona de desplazamiento químico entre -100 y -200 ppm. 
Esta zona es característica de anillos arómaticos sustituidos con flúor. Como era de esperar, 
los espectros de RMN de 
19
F de los AEs de partida no mostraron ninguna señal.  
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Figura 75. Espectros de RMN de 
19
F de 12 AEFs superpuestos (desde -90 a -200 ppm) 
En conjunto estos resultados sugieren que la reacción produce cambios significativos  
en la composición química de los aceites esenciales y que esos cambios están, al menos en 
parte, debidos a la incorporación de flúor en las estructuras de los componentes de estas 
mezclas.  
3.3.3 Análisis de cambios en las propiedades biomoleculares de aceites esenciales 
modificados con flúor. 
Las 24 mezclas (12 AEs y 12AFs) fueron evaluadas en cuanto a la capacidad inhibitoria de las 
enzimas acetilcolinesterasa,
132
 β-glucosidasa,65 xantina oxidasa133 y tirosinasa,144 y del sistema 
PhoP/PhoQ de Salmonella.
54
 Los resultados más interesantes fueron obtenidos para la 
capacidad inhibitoria de la enzima tirosinasa (Figura 76). Donde se observó que once AEFs 
presentaron al menos un nuevo halo de inhibición (todos menos el AEF de M. arvensis, 
Figura 76, calle VII). 
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Figura 76. Autografía para detección de inhibidores de tirosinasa de AEFs. (I) Citrus bergamia, (II) C. limonum, 
(III) C. verum, (IV) E. globulus, (V) A. dracunculus, (VI) F. vulgare, (VII) M. arvensis, (VIII) C. sativum, (IX) 
O. basilicum, (X) C. sempervirens, (XI) L. angustifolia  y (XII) M. fragrans. CCD eluída con sistema de  
solvente Hexano: AcOEt (8:2).  
Dentro del grupo, resultaron particularmente interesantes los AEFs de A. dracunculus y O. 
basilicum (Figura 76, calles V y IX), los cuales presentaron 3 halos nuevos de inhibición 
luego de la reacción de fluoración, a Rfs de 0,63, 0,58 y 0,40 (el halo a Rf de 0,31 estaba 
presente en los AE sin modificar). 
3.3.4 Aislamiento bioguiado de compuestos activos presentes en los aceites 
esenciales fluorados de Artemisia dracunculus L. y Ocimum basilicum L. 
A fin de determinar cuales eran los compuestos responsables de la actividades 
detectadas se realizó una reacción de fluoración del 1-alil-4-metoxibenceno (metilchavicol) el 
cual se ha reportado como uno de los constituyentes principales de los aceites esenciales de A. 
dracunculus
145
 y O. basilicum
146
 (este hecho fue corroborado durante el análisis por CG-EM 
de estos dos AEs antes de la reacción de fluoración). Al comparar los perfiles bioautográficos 
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de los aceites esenciales modificados y de la mezcla de productos de la fluoración del 
metilchavicol con Selectfluor
®
 se observaron halos a iguales Rfs indicando que los 
compuestos activos podrían haber sido generados a partir de la fluoración del metilchavicol. 
Por lo tanto, se realizó el fraccionamiento de esta mezcla de productos de reacción mediante 
cromatografía en columna de sílica gel empleando gradiente de Hexano:AcOEt bioguiada por 
la autografía para la detección de inhibidores de tirosinasa.
132
 En esta etapa se obtuvieron 10 
fracciones (F1-F10), resultando activas las fracciones F2, F3 y F5.  En las fracciones F2 y F3, 
se identificaron dos compuestos que son productos de la sustitución aromática del 
metilchavicol, 1-alil-2-fluoro-4-metoxibenceno (4) y 4-alil-2-fluoro-1-metoxibenceno (5, 
Figura 77), respectivamente. En tanto que en la fracción F5, se identificó un tercer 
compuesto, 4-alil-4-fluorociclohexa-2,5-dienona, producto de un proceso de adición 
eliminación
147
 que cursa sobre metilchavicol (6, Figura 77). Los mismos fueron elucidados 
utilizando EMAR, CG-EM y RMN (
1
H, 
19
F, HSQC (editado en DEPT), HMBC, DEPT, 
1
H-
1
HCOSY y DEPT).  
 
Figura 77. Compuestos responsables de la actividad inhibitoria 
de tirosinsa presentes en los AEFs de A. dracunculus y 
O. basilicum. 
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 4 (Figura 78) presentó una integración total 
para 11 H, a campos bajos mostró la presencia de un multiplete en δH 6,86 ppm (2H) 
correspondientes a los protones en posición 3 y 6 del anillo benceno y otro multiplete en δH 
6,76 ppm (1H), correspondientes al protón en posición 5 del mismo anillo. Se evidenciaron 
además dos multipletes en δH 5,96 ppm (1H, -CH=) y en δH 5,07 ppm (2H, =CH2) 
correspondientes a los protones del grupo vinilo (estos protones pertenecen a un sistema 
ABX, debido a la complejidad de las señales y a la insuficiente resolución no se pudieron 
establecer las multiplicidades y acoplamientos). Además se observó un singlete con δH 3,80 
ppm con integración para 3H correspondiente a los protones del grupo metoxilo. A campos 
más altos, δH 3,36 ppm se evidenció un doblete (
3
JH-H =6,6 Hz), con integración para 2 
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protones, correspondiente al metileno del grupo alilo. La señal del protón con δH 5,96 ppm 
presento correlación en el experimento de 
1
H-
1
H COSY con las señales con δH 5,07 ppm y δH 
3,36 ppm, evidenciando la vecindad de estos grupos.  
 
Figura 78. Espectro de RMN de 
1
H (desde 7,10 ppm a 3,20 ppm) de 1-alil-2-fluoro-4-metoxibenceno 
(compuesto 4). 
Los espectros de RMN (Anexo IV) 
 
de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado DEPT) y 
HMBC indicaron la presencia de 10 C. Se presentó una señal a δC 157,0 ppm (d, J=237,8 Hz) 
correspondiente al carbono sustituido con flúor del anillo benceno (C2). Los carbonos 
cuaternarios sustuidos con grupo alilo (C1) y metoxilo (C4), presentaron desplazamientos 
químicos de δC 130,4 ppm y δC 153,4 ppm, respectivamente. En el espectro de HSQC (editado 
en DEPT) (Figura 79) se observaron además los carbonos correspondientes a las posiciones 
5, 3 y 6 del anillo benceno con desplazamientos químicos de δC 111,1 (d, J=8,3 Hz), 112,8 
ppm (d, J=22,7 Hz), y 116,5 (d, J=23,2 Hz), respectivamente. En desplazamientos de δC 136,1 
ppm (CH=), δC 116,1 ppm (=CH2) y δC 34,0 ppm (-CH2-); se observaron las señales 
correspondientes a los carbonos vinílicos y al carbono metilénico del grupo alilo. Se observó a 
campos altos una señal δC 55,9 ppm correspondiente al carbono del grupo metoxilo. 
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Figura 79. Espectro de HSQC (editado en DEPT) ampliado (desde 6,90 a 6,65 
ppm para F2 y 123,1 a 105,3 ppm para F1) de 1-alil-2-fluoro-4-metoxibenceno 
(compuesto 4). 
Por su parte en el espectro de RMN de 
19
F se observó una señal con δF -124,30 ppm, 
evidenciando la presencia de este átomo en la estructura propuesta. Además la fórmula 
química C10H11OF fue verificada mediante EMAR, [M+Na] de m/z = 189,0686 (requerido, 
m/z =189,0686, error = 0,3 ppm).  
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 5 (Figura 80) presentó una integración total 
para 11 H, a campos bajos mostró la presencia de un multiplete en δH 6,92 ppm (1H) 
correspondiente al protón en posición 3 del anillo benceno y otra señal multiplete en δH 6,88 
ppm (2H), correspondientes a los protones en posición 6 y 5 del mismo anillo. Se evidenció 
además dos multipletes en δH 5,92 ppm (1H, -CH=) y en δH 5,06 ppm (2H, =CH2) 
correspondientes a los protones del grupo vinilo (Estos protones pertenecen a un sistema 
ABX, debido a la complejidad de las señales y baja resolución no se pudieron establecer las 
multiplicidades y acoplamientos). Además se observó un singlete con δH 3,86 ppm con 
integración para 3H correspondiente a los protones del grupo metoxilo. A campos más altos, 
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δH 3,31 ppm se evidenció un doblete (
3
JH-H =6,6 Hz), con integración para 2 protones, 
correspondiente al metileno del grupo alilo. La señal del proton con δH 5,92 ppm presento 
correlación en el experimento de 
1
H-
1H COSY con las señales con δH 5,06 ppm y δH 3,31 
ppm, evidenciando la vecindad de estos grupos.  
 
Figura 80. Espectro de RMN de 
1
H (desde 7,10 ppm a 3,20 ppm) de 4-alil-2-fluoro-1-metoxibenceno 
(compuesto 5). 
Por su parte, los espectros de RMN
 
(Anexo V) de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado 
DEPT) y HMBC indicaron la presencia de 10 C. Se presentó una señal a δC 152,3 ppm (d, 
J=245,3 Hz) correspondiente al carbono sustituido con flúor del anillo benceno (C2). Los 
carbonos cuaternarios sustuidos con grupo alilo (C4) y metoxilo (C1), presentaron 
desplazamientos químicos de δC 133,2 ppm y δC 145,8 ppm, respectivamente. En el espectro 
de HSQC (editado en DEPT) (Figura 81) se observaron además los carbonos 
correspondientes a las posiciones posición 6, 3 y 5 del anillo benceno con desplazamientos 
químicos de δC 113,5 ppm (d, J=3,4 Hz), 116,5 ppm (d, J=18,1 Hz) y 123,9 ppm (d, J=3,43 
Hz), respectivamente. En desplazamientos de δC 137,0 ppm (CH=), δC 116,1 ppm (=CH2) y δC 
39,2 ppm (-CH2-); se observan las señales correspondientes a los carbonos vinílicos y el 
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carbono metilénico del grupo alilo. Se observó a campos altos una señal δC 56,4 ppm 
correspondiente al carbono grupo metoxilo. 
 
Figura 81. Espectro de HSQC (editado en DEPT) ampliado (desde 7,00 a 6,80 ppm para F2 y 130,7 a 107,9 ppm 
para F1) de 4-alil-2-fluoro-1-metoxibenceno (compuesto 5). 
Por su parte en el espectro de RMN de 
19F se observó una señal con δF -135,5 ppm, 
evidenciando la presencia de este átomo en la estructura propuesta. Además la fórmula 
química C10H11OF fue verificada mediante EMAR, [M+Na] de m/z = 189,0688 (requerido, 
m/z =189,0686 error = -1,2 ppm).  
El espectro de RMN de 
1
H del compuesto 6 (Figura 82) presentó una integración total 
para 9 H, a campos bajos mostró la presencia de un doble doblete en δH 6,86 ppm (2H, 
3
JH-H= 
10,2 Hz, 
3
JH-F =6,2) correspondientes a los protones en posición 3 y 5 de la ciclohexadienona 
y otra señal en δH 6,23 ppm (m, 2H, 
3
JH-H =10,2 Hz), correspondientes a los protones en 
posición 2 y 6 del mismo anillo. Se evidenció además la presencia de dos multipletes en δH 
5,70 ppm (1H, -CH=) y en δH 5,18 ppm (2H, =CH2) correspondientes a los protones del grupo 
vinilo (estos protones pertenecen a un sistema ABX, debido a la complejidad de las señales y 
baja resolución no se pudieron establecer las multiplicidades y acoplamientos). A campos más 
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altos, δH 2,64 ppm se evidenció un doble doblete (2H, 
2
JH-H=16,2 Hz, 
3
JH-H =7,2 Hz), con 
integración para 2 protones, correspondiente al metileno del grupo alilo. La señal del protón 
con δH 5,70 ppm presentó correlación en el experimento de 
1
H-
1
H COSY con las señales con 
δH 5,18 ppm y δH 2,64 ppm, evidenciando la vecindad de estos grupos. 
 
Figura 82. Espectro de RMN de 
1
H (desde 7,10 ppm a 3,10 ppm) de 4-alil-4-fluorociclohexa-2,5-dienona 
(compuesto 6). 
Los espectros de RMN
 
(Anexo V) de 
13
C, 
13
C DEPT, HSQC (editado DEPT) y HMBC 
indicaron la presencia de 9 C. Se presento una señal a δC 184,8 ppm (d, J=5,48 Hz) 
correspondiente al grupo cetona de la dienona, la misma presenta correlación a 3 enlaces en el 
espectro de HMBC con los protones de δH 6,86 ppm, antes mencionados. Se observaron 
además los carbonos correspondientes a las posiciones 3 y 5 de la ciclohexadienona con un δC 
145,5 ppm (d, J=21,28 Hz); y con un δC 129,5 ppm (d, J=6,53 Hz) los correspondientes a las 
posiciones 2 y 6. En desplazamientos de δC 129,6 ppm (CH=), δC 121,0 ppm (=CH2) y δC 43,3 
ppm (-CH2-); se observan las señales correspondientes a los carbonos vinílicos y el carbono 
metilénico del grupo alilo. El carbono cuaternario en posición 4 de la ciclohexadienona 
sustituido con fluor presentó un δC 88,3 (d, J=166 Hz). 
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Por su parte en el espectro de RMN de 
19F se observó una señal con δF -150,90 ppm, 
evidenciando la presencia de este átomo en la estructura propuesta. Además la fórmula 
química C9H9OF fue verificada mediante EMAR, [M+Na] de m/z = 175,0524 (requerido, m/z 
=175,0530, error = 0,2 ppm).  
Con el objetivo de verificar que los compuestos activos aislados 4-6 estuvieran 
presentes en los aceites esenciales fluorados de A. dracunculus y O. basilicum, se realizaron 
CG-EM de ambos AEFs y de los tres compuestos aislados. El compuesto 6 presenta un 
tiempo de retención de 10,8 min (Figura 83c) y se encuentra en ambos aceites esenciales en 
una proporción muy baja (Figura 83a y b). Por su parte, los compuestos 4 y 5 poseen tiempos 
de retención muy similares entre sí (tR 15,8 min y tR 15,7 min, respectivamente; Figura 83d y 
e) y por lo tanto sus picos cromatográficos aparecen superpuestos en los cromatogramas de 
los aceites esenciales fluorados dando lugar a un pico ensanchado que no permite la 
confirmación de la presencia de ambos (Figura 83a y b). Sin embargo esta confirmación 
provino de los datos de RMN 
19
F: en los espectros de los AEFs de A. dracunculus y de O. 
basilicum se observaron las señales a δF -124,30 ppm y -135,5 ppm que corresponden a los 
átomos de flúor presentes en 4 y en 5 respectivamente.  
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Figura 83. Cromatogramas obtenidos mediante CG-EM (a) aceite esencial modificado de A. dracunculus, (b) 
Aceite esencial modificado de O. basilicum, (c) compuesto 6, (d) compuesto 4 y (e) compuesto 5. 
 
A fin de cuantificar la actividad inhibitoria de la enzima tirosinasa se realizaron 
ensayos en microplaca de ácido kójico, de los compuestos 4-6 y de su precursor el 
metilchavicol. El metilchavicol resultó ser inactivo en el rango de concentraciones testeado, 
en tanto que los compuestos 4 (CI50 =97,48 µM) y 5 (CI50 =174,20 µM) resultaron débiles 
inhibidores. El resultado más destacado fue el obtenido para el compuesto 6 para el que se 
determinó un valor de CI50 de 59,14 µM, este compuesto semisintético presenta una actividad 
similar a la reportada para uno de los inhibidores de referencia para este blanco terapéutico 
como es el ácido kójico el cual presentó, en las mismas condiciones de experimentación, un 
valor de CI50 de 42,16 µM. 
 
  
 
4. CONCLUSIONES 
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En vista de que los ensayos autográficos son herramientas de gran utilidad para 
evaluar la actividad biológica de mezclas complejas y para guiar el aislamiento de compuestos 
bioactivos presentes en esas mezclas, y de que los ensayos reportados hasta el momento 
presentan algunas limitaciones, se desarrollaron durante esta tesis dos ensayos autográficos 
enzimáticos. Uno de ellos permite la detección de inhibidores de la enzima tirosinasa y el otro 
permite la detección de inhibidores de acetilcolinesterasa. 
Se desarrolló el ensayo para inhibidores de tirosinasa debido a que el único ensayo 
pre-existente adolece de falta de reproducibilidad, mostrando sensibilidad variable y halos de 
inhibición difusos que dificultan el análisis de mezclas complejas. Siendo la principal 
dificultad en el desarrollo de este tipo de ensayos enzimáticos encontrar las condiciones 
adecuadas para lograr buena reproducibilidad y homogeneidad de color, buena definición de 
halos y ausencia de resultados falsos (positivos o negativos), se estudiaron las ventajas del uso 
de geles como soportes enzimáticos. Además, se utilizaron diseño experimental y métodos de 
optimización multicriterio (Métodos Superficie de Respuesta y uso de funciones de 
deseabilidad) para buscar condiciones de ensayo óptimas. Esto permitió encontrar condiciones 
en las que se ve mejorada la sensibilidad y el límite de detección de los ensayos para 
inhibidores conocidos de las enzimas, realizando un mínimo número de experimentos. 
Siguiendo esta estrategia se desarrolló un ensayo autográfico sobre CCD en fase 
nomal utilizando gel de agar para inmovilizar la enzima y L-tirosina como sustrato. Las 
condiciones óptimas encontradas fueron: 99,4 
 
nmol/cm
2
 de L-tirosina, 7,76 U/cm
2 
de 
tirosinasa y una incubación de 20 minutos a 20°C. En estas condiciones el ensayo autográfico 
posee un umbral de detección de ácido kójico de aproximadamente 5,2 ng y puede aplicarse 
para la localización compuestos activos en una matriz químicamente compleja. Esto se 
estudió investigando la presencia/ausencia de ácido kójico en una matriz dada por un sub-
extracto de la planta Calamagrostis viridiflavescens (Poir.) Steud. Además de ser complejo e 
inactivo frente a tirosinasa, este sub-extracto contiene una variedad interesante de 
componentes que poseen un comportamiento cromatográfico similar al del ácido kójico, por 
lo que el inhibidor sobre la placa co-existe con una serie de potenciales interferentes. En estas 
condiciones, el ensayo permitió detectar ácido kójico presente al 0,1 % P/P en la matriz 
compleja. 
Posteriormente se desarrolló un ensayo autográfico para la detección de inhibidores de 
acetilcolinesterasa sobre CCD. Este desarrollo fue realizado debido a que todos los ensayos 
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autográficos pre-existentes para inhibidores de esta enzima son incompatibles con 
cromatografía en fase reversa. El desarrollo introdujo el uso de un copolímero anfifílico para 
inmovilizar a la enzima, que facilita la formación de un gel revelador homogéneo sobre una 
superficie hidrofóbica (como es la de las placas cromatográficas de fase reversa). Además, se 
utilizó un par sustrato/cromógeno que permite la detección tanto bajo luz visible como luz 
UV365nm. De la misma manera que para el desarrollo del ensayo de tirosinasa, se utilizaron 
diseño experimental y métodos de optimización multicriterio para buscar las condiciones de 
ensayo óptimas, que fueron: 3,63 mM de sustrato, 2,09 U/mL de enzima, pH=6,00 y 60 
minutos de incubación a 37 °C. En estas condiciones el ensayo autográfico detecta hasta 0,1 
ng de fisostigmina y puede utilizarse para la localización compuestos activos en una matriz 
químicamente compleja e inactiva sobre placas cromatográficas de fase reversa y de fase 
normal. Para esto se investigó la presencia/ausencia de fisostigmina en una matriz compleja 
inactiva como es el aceite esencial de las hojas de Pimenta racemosa (Mill.) J.W. Moore, el 
cuál contiene una variedad de componentes incluyendo algunos con comportamiento 
cromatográfico similar a la fisostigmina. El ensayo permitió la detección del inhibidor cuando 
el mismo esta presente en una concentración del 0,1 % P/P en la mezcla compleja. Los 
componentes del aceite esencial no generaron falsos positivos, ni interfirieron con el color de 
la reacción o con la extinción de la fluorescencia.  
Este ensayo es además compatible con CCD en fase normal presentando la ventaja, 
con respecto a los demás métodos reportados, de permitir la visualización de la actividad 
enzimática de forma dual tanto bajo luz visible como bajo luz UV365nm. La sensibilidad de este 
ensayo resultó inferior a 1 x 10
-4 
µg, siendo más sensible que algunos de los métodos 
autográficos reportados para placas de sílica gel que utilizan otros sustratos. Sin embargo, su 
sensibilidad menor que la del método reportado de mayor sensibilidad.
112
 
En conclusión, en esta etapa se desarrollaron dos ensayos autográficos enzimáticos, 
uno para detectar inhibidores de tirosinasa y otro para detectar inhibidores de 
acetilcolinesterasa, que presentan buenas reproducibilidad y sensibilidad. Uno de ellos 
constituye el primer ensayo autográfico enzimático compatible con cromatografía en fase 
reversa y con doble lectura de resultados (luz visible y fluorescencia).  
Posteriormente se comenzó con el estudio del efecto de la reacción de bromación 
sobre las composiciones químicas y las propiedades biológicas de extractos crudos. En un 
principio se bromaron 7 extractos de malezas siguiendo dos protocolos, uno que utiliza bromo 
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en solución y otro que utiliza bromo inmovilizado en un soporte sólido. Para analizar el 
impacto de la reacción sobre la composición química se utilizaron en conjunto: RMN de 
1
H, 
CLAE-EM y ACP. 
El análisis de principales componentes a partir de los datos de RMN 
1
H permitió: (a) 
discriminar a los extractos naturales testigos de los extractos modificados e (b) identificar a la 
desaparición de señales de dobles enlaces como uno de los factores responsables de la 
discriminación de extractos observada. Es decir que, aún desconociendo la composición de 
esta serie de mezclas complejas, este análisis detecta diferencias en las composiciones 
químicas y sugiere que las mismas se centran en uno de los grupos funcionales blanco de la 
modificación química realizada. 
Por su parte, el análisis por CLAE-EM muestra que aproximadamente el 90 % de los 
picos presentes en los extractos testigos desaparecen debido a la reacción y aproximadamente 
el 90 % de los picos presentes en los extractos bromados son productos de la reacción (en 
base a los números promedio para la serie completa de muestras). La combinación de estos 
datos con un ACP mostró nuevamente la discriminación de los extractos en dos grupos, uno 
que incluye a los testigos y otro que incluye a los modificados.  
De este grupo de extractos modificados, la actividad biológica más interesante se 
obtuvo para el extracto de Medicago lupulina L. modificado con bromo en solución, el cual 
presentó un halo de inhibición de la enzima β-glucosidasa. El fraccionamiento bioguiado de 
este extracto bromado llevó a varias fracciones activas, cuya masa fue insuficiente para 
continuar con el fraccionamiento. Si bien el análisis por RMN de estas fracciones no resultó 
informativo, el análisis por EMAR de las mismas indicó la presencia de cuatro compuestos 
con el patrón isotópico característico de los organobromados. 
Los resultados obtenidos con los extractos bromados producidos en esta tesis y en 
trabajos previos del grupo indican que la reacción de bromación resulta interesante para 
generar compuestos bioactivos. El principal inconveniente de los extractos bromados fue la 
dificultad experimentada para lograr el aislamiento de los compuestos bioactivos. Dada la 
reactividad del bromo, es probable que a partir de cada compuesto presente en la mezcla de 
partida se generen varios compuestos bromados, incrementando significativamente la 
complejidad de la mezcla. Este aumento en el número de componentes estará asociado con 
una disminución en su concentración y el hecho que sean compuestos bromados 
probablemente cause inestabilidad de una parte de los compuestos productos. La combinación 
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de estos cambios (mayor complejidad, menor concentración, mayor inestabilidad) 
probablemente sea causante, al menos en parte, de las dificultades experimentadas para el 
aislamiento de productos bromados a partir de extractos activos. Para investigar estos aspectos 
se decidió: 
(a) reducir la complejidad de las mezclas naturales de partida utilizando aceites esenciales en 
lugar de extractos completos y  
(b) reducir la inestabilidad (reactividad) promedio de los productos halogenados generados, 
incorporando la reacción de fluoración.  
La evaluación de aceites esenciales como material de partida para la modificación se 
basa en que si bien son mezclas naturales complejas, en comparación con los extractos crudos 
previamente utilizados, contienen un menor número de componentes, que además son más 
similares entre sí. Entonces se realizó la bromación de 32 aceites esenciales y se evaluaron los 
cambios en su composición química debidos a la reacción. 
De manera similar a lo observado previamente para los extractos, el análisis de 
principales componentes a partir de los datos de RMN 
1
H separó a los aceites esenciales 
bromados de los aceites esenciales de partida indicando que esta separación sería en parte 
producida por transformaciones sufridas por dobles enlaces y/o por dobles enlaces conjugados 
a anillos aromáticos (grupos blanco de la reacción) y por corrimientos en grupos metilo 
adyacentes a dobles enlaces. La separación en dos grupos también fue observada cuando el 
ACP se realizó a partir de los datos de CG-EM. Paralelamente, la comparación de estos 
cromatogramas mostró diferencias interesantes resultantes de la reacción. Cuando se analizan 
los números promedio para cada conjunto de 32 muestras (naturales o bromadas), se observa 
que el 90 % de los componentes son alterados para generar dos productos por cada molécula 
precursora (1,5 producto bromado por precursor). Si no hubiese compuestos repetidos en los 
aceites esenciales de partida utilizados, podríamos decir que en total en esta serie de ensayos 
se produjeron alrededor de 3200 compuestos distintos, de los cuales aproximadamente 2100 
son bromados.  
La evaluación a través de ensayos autográficos mostró que la reacción produce 
cambios interesantes en las propiedades biológicas generando un número significativo de 
halos de inhibición (ausentes en los AEs de partida). Dependiendo de la actividad biológica 
evaluada, entre el 54 % y el 89 % del total de halos observados en los AEs bromados fueron 
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resultantes de la reacción. El mayor impacto en las propiedades biológicas de estas mezclas 
fue observado para la actividad inhibitoria de xantina oxidasa, donde el porcentaje de nuevos 
activos es mayor al 80%. 
Dos de los AEBs bioactivos, productos de la modificación de los aceites esenciales de 
Foeniculum vulgare Mill. y de Artemisia dracunculus L., fueron sometidos a sendos 
fraccionamientos bioguiados con el objeto de aislar a los compuestos responsables de las 
actividades observadas en las mezclas. 
El AEB de F. vulgare mostró interesantes actividades inhibitorias de las enzimas 
tirosinasa y xantina oxidasa. Su fraccionamiento guiado por autografía para la detección de 
inhibidores de tirosinasa llevó al aislamiento de 2-bromo-1-(4-metoxifenil) propan-1-ona (1). 
Este compuesto presentó, en ensayos en microplaca, una CI50 de 21,40 µM, siendo levemente 
más activo que el inhibidor de referencia ácido kójico que presentó en las mismas condiciones 
de ensayo una CI50 = 42,16 µM. 
El compuesto bromado 1 es además el responsable de la actividad inhibitoria de la 
enzima xantina oxidasa observada en el aceite esencial bromado de F. vulgare. Esto fue 
demostrado utilizando la metodología BIOMSID, que permite acoplar EMAR con halos de 
inhibición bioautográficos.
132
 Esta es la primera aplicación de BIOMSID, más alla de las 
realizadas durante su puesta a punto, e ilustra la factibilidad de asignar fórmulas moleculares a 
compuestos activos presentes en mezclas complejas directamente desde bioautografía, 
aplicando un algoritmo que ha demostrado ser robusto para EMAR. Los ensayos de inhibición 
de xantina oxidasa en microplaca muestran que el compuesto 1 posee una CI50 de 5,90 µM. 
Este valor se encuentra en el mismo orden de magnitud que el del inhibidor de referencia 
alopurinol, aunque 1 es algo menos activo (la CI50 de alopurinol en esas condiciones es 2,60 
µM).  
Por su parte, el AEB de A. dracunculus presentó dos halos interesantes en el ensayo de 
actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa, por lo cual se realizó su fraccionamiento 
bioguiado utilizando la autografía de esta enzima. Se aislaron e identificaron dos compuestos 
activos: 1-(2,3-dibromopropil)-4-metoxibenceno (2) y 1-(1,3-dibromopropan-2-il)-4-
metoxibenceno (3). Ambos compuestos son  inhibidores débiles de acetilcolinesterasa con 
valores de CI50 de 88,47 µM (para 2) y de 70,93 µM (para 3). Estos valores de CI50 se 
encuentran dos ordenes de magnitud por encima de los valores observados para el inhibidor 
de referencia fisostigmina (CI50 = 0,63 µM). 
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En vistas de la gran importancia del flúor en química medicinal y de que los 
metabolitos conteniendo flúor son minoritarios dentro de los PNs halogenados consideramos 
interesante el desarrollo de condiciones para la incorporación de flúor en las moléculas 
constituyentes de extractos naturales. Con este fin se realizó la modificación química 
mediante un protocolo sencillo de fluoración de 12 aceites esenciales sobre los que se 
evaluaron los efectos de la reacción en la composición química y en las propiedades 
biomoleculares.   
De manera similar a lo observado previamente en los aceites esenciales bromados, el 
análisis de principales componentes, tanto a partir de los datos de RMN 
1
H como a partir de 
los datos de CG-EM, produjo la separación de las 24 muestras en: el grupo de los aceites 
esenciales fluorados y el grupo de los aceites esenciales de partida. Además, la comparación 
de los cromatogramas mostró diferencias interesantes debidas a la reacción. Si se tienen en 
consideración los números promedio para cada conjunto de 12 muestras (naturales o 
fluoradas), se observa que el 90 % de los componentes son alterados para generar cuatro 
productos por cada molécula precursora (en promedio), y que estos productos representan el 
96 % de los componentes de los aceites esenciales fluorados. Si no hubiese compuestos 
repetidos en los aceites esenciales de partida utilizados, podríamos decir que en total en esta 
serie de ensayos se produjeron alrededor de 1800 compuestos distintos de los presentes en los 
materiales de partida. Aunque no es posible estimar qué proporción de los mismos contiene 
flúor, la incorporación de flúor en los componentes de los AEs fue confirmada por RMN de 
19
F. 
Al analizar los cambios en las propiedades biomoleculares de las mezclas, los 
resultados más interesantes fueron obtenidos para los AEFs de A. dracunculus y O. basilicum. 
Ambos AEFs presentaron 3 halos de inhibición de la enzima tirosinasa muy similares, todos 
resultantes de la reacción de fluoración. Puesto que los dos AEs de partida comparten al 
metilchavicol como uno de sus componentes principales, se realizó la fluoración de este 
compuesto observando por autografía la generacion de los compuestos responsables de los 
tres halos de inhibicion. La mezcla de reacción fue fraccionada por cromatografía en columna 
para aislar: 4-allil-2-fluoro-1-metoxibenzeno (4), 1-allil-2-fluoro-4-metoxibenzeno (5) y 4-
fluoro-4-propenilciclohexa-2,5-dienona (6). Al cuantificar la actividad inhibitoria de la 
enzima tirosinasa por ensayos en microplaca, se observcó que los compuestos 4 
(CI50 =97,48 µM) y 5 (CI50 =174,20 µM) resultaron débiles inhibidores, mientras que el 
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compuesto 6 mostró una CI50 de 59,14 µM, la cual se encuentra en el mismo orden que la 
mostrada en iguales condiciones por el inhibidor de referencia ácido kójico (CI50 = 42,16 
µM). Cabe destacarse que el metilchavicol, precursor natural del compuesto fluorado 
inhibidor 6, resultó ser inactivo en el rango de concentraciones probado.  
En resumen, durante el presente trabajo de tesis se produjeron 18 extractos bromados 
aplicando dos protocolos de bromación (Br2 en solución y con resina perbromada) a 7 
extractos de malezas. Estas mezclas más otras 8 de la extractoteca del laboratorio fueron 
utilizadas para evaluar el efecto de las reacciones de bromación sobre la composición química 
y sobre las propiedades biomoleculares de las mezclas concluyendo que ambas características 
de las mezclas son alteradas por la reacción. El extracto bromado más interesante fue 
sometido a fraccionamiento bioguiado observando que las fracciones más activas contenían 
compuestos bromados pero que, a pesar de realizar las reacciones en escalas mayores, la masa 
de las fracciones activas era demasiado pequeña para permitir el aislamiento del componente 
activo en cantidad suficiente como para realizar su elucidación estructural. Esto podría 
deberse, entre otras cosas: a una complejidad excesivamente alta de los extractos bromados 
que implique una reducción en la concentración promedio de sus componentes a valores 
demasiado bajos,  a una inestabilidad de los productos bromados activos que favorezca su 
degradación durante las diferentes etapas de purificación, o a una combinación de ambas. 
Al disminuir la complejidad de las mezclas de partida, pasando de extractos crudos a 
aceites esenciales, se pudo corroborar que la reacción tendía a producir un mayor número de 
componentes que los contenidos en las mezclas de partida (los aceites esenciales bromados 
contienen aproximadamente el doble de componentes que los aceites de partida) lo que es de 
esperar que disminuya la concentración promedio de los productos. Sin embargo la aplicación 
de métodos cromatográficos convencionales llevó al aislamiento de tres inhibidores 
enzimáticos bromados sin detectar descomposición. Aunque con un menor número de 
ejemplos, algo similar pudo observarse cuando se realizaron fluoraciones de aceites 
esenciales. La composición química se afecta significativamente, incluyendo este cambio un 
aumento en el número de componentes de las mezclas y la generación de compuestos 
bioactivos  que pueden ser aislados por métodos convencionales (inhibidor de tirosinasa).  
Durante este proceso, se trabajó en el desarrollo de herramientas que faciliten el 
análisis de las mezclas complejas que incluyó la puesta a punto de dos nuevos ensayos 
autográficos enzimáticos y la conexión de este tipo de ensayos con espectrometría de masa de 
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alta resolución para facilitar la identificación de compuestos bioactivos presentes en mezclas 
complejas. La utilidad de estas herramientos no se restringe a la evaluación de extractos 
modificados, sino que se puede extender a la evaluación de mezclas complejas en general 
como son los extractos naturales.  
Tal vez los resultados más tangibles de este trabajo son la generación, el aislamiento y 
la elucidación estructural de dos compuestos, uno bromado y uno fluorado, inhibidores de las 
enzimas xantina oxidasa y tirosinasa cuyas actividades se encuentran en el orden de la 
actividad de los compuestos de referencia alopurinol y ácido kójico; y muy por encima de las 
actividades de sus precursores naturales anetol y metilchavicol.  
Independientemente de esta moléculas, consideramos que la aplicación de las 
reacciones y de las herramientas desarrolladas en este trabajo de tesis, a otras mezclas 
naturales o semisintéticas, llevarán al descubrimiento de otros nuevos compuestos con 
actividades biológicas interesantes.  
 
  
 
5. MATERIALES Y MÉTODOS 
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5.1 Reactivos y solventes 
Las columnas cromatográficas en fase normal se realizaron con Sílica Gel 230-400 
mesh 60H (Merck). Las columnas cromatográficas por tamiz molecular se realizaron con 
Sephadex
®
 LH20 100 (Sigma). 
Las CCD y las autografías fueron desarrolladas con cromatofolios de Sílica gel 60 
F254 y RP-18 F254 (sobre aluminio, Merck). 
Los reactivos esculina hidrato, resina perbromada comercial Amberlyst A-26 OH, L-
tirosina, acetato de indoxilo (AI) y azul de nitrotetrazolio (NBT) fueron adquiridos a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los reactivos tiosulfato de sodio, acetato de sodio, cloruro 
férrico hexahidratado, ácido acético glacial, fosfato monobásico de potasio, fosfato dibásico 
de potasio y ácido etilendiaminotetracético fueron adquiridos a Cicarelli (San Lorenzo, 
Argentina). El agar fue adquirido a Britania (Buenos Aires, Argentina). Los reactivos ácido 
tris hidroclorídrico y acetato de 1-naftilo fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). 
La sal fast blue B y la xantina fueron adquiridos de Fluka (Buchs, Switzerland). Poloxámero 
407 F-27 micronizado fue donado por Basf Argentina. 
Las enzimas β-Glucosidasa (de almendras, EC 3.2.1.21), acetilcolinesterasa (de 
anguila, EC 3.1.1.7), xantina oxidasa (microbiana, EC 1.1.3.22) y tirosinasa (de hongos, EC 
1.14.18.1) fueron adquiridas a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
Los solventes utilizados fueron previamente rectificados en nuestro laboratorio 
exceptuando a los solventes de calidad CL-EM. 
5.2 Herramientas cromatográficas y espectroscópicas 
Los espectros de RMN de 
1
H, RMN de 
13
C, HH-COSY, HSQC editado,  
13
C DEPT y 
HMBC fueron registrados utilizando tetrametilsilano (TMS) como estándar interno en un 
espectrómetro marca Bruker modelo Avance II de 300 MHz (Bruker, Karlsruhe, Germany). 
Las muestras fueron disueltas en CDCl3. Los desplazamientos químicos (δ) se informaron en 
ppm en relación al pico de TMS (0 ppm). 
Los análisis por cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de 
masa (CLAE-EM), se realizaron en un cromatógrafo líquido Agilent Technologies modelo 
1200 RR con la siguiente configuración: desgasificador online modelo G1379B, bomba 
binaria SL modelo G1312B, inyector-autosampler SL modelo G1367D, termostato y horno de 
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columnas SL modelos G1330B y G1316B, detector VW SL G1314C. Columna: RF 
Symmetry® C18 de 150 mm de longitud x 3,9 mm de diámetro interno, con tamaño de 
partícula de 5 mm. El espectrómetro de masa acoplado al cromatógrafo líquido de alta 
eficiencia, corresponde a un equipo microTOF-Q II de Bruker Daltonics.  
Los análisis por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masa (CG-EM) 
se realizaron en un cromatógrafo gaseoso Agilent modelo 7890B. Columna HP-5MS UI (30m 
x 0,25mm con 0,25um de film). El espectrómetro de masa acoplado al cromatógrafo gaseoso, 
corresponde a un equipo Agilent modelo 5977A.  
Las imágenes de las CCD y las autografías fueron digitalizadas en un equipo 
Chromadoc-IT con lámparas de luz visible, UV de 254 nm y 365 nm adicionado con cámara 
digital Olympus de 5.1 megapixeles. Los análisis de imágenes se llevaron a cabo utilizando el 
programa Gel-Pro Analyzer v4.00 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA). 
Las reacciones enzimáticas realizadas durante los ensayos de inhibición enzimática en 
microplaca de 96 pocillos se monitorearon utilizando un lector de microplacas POLARstar 
Omega (BMG LABTECH, Offenburg, Alemania) 
5.3 Reveladores químicos 
Los reactivos reveladores empleados, se prepararon de acuerdo a los siguientes 
protocolos: 
Fosfomolíbdico: Detección de lípidos, esteroles y esteroides. Reactivo de rociado: 
solución de ácido fosfomolíbdico 20 % en etanol. Luego del rociado las CCDs se sometieron 
a calentamiento y luego se evaluaron al visible.
148
 
p-anisaldehído: Detección de azúcares terpenos y esteroides. Reactivo de rociado: 
Solución de 1 mL de H2SO4 y 0,5 mL de anisaldeído en 50 mL de ácido acético glacial. 
Luego del rociado las CCDs se sometieron a calentamiento y luego se evaluaron al visible.
148
 
Vainillina-H2SO4: Detección de terpenoides y fenilpropanoides. Solución A: vainillina 
1 % en etanol. Solución B: H2SO4 10 % en etanol. Luego del rociado de A seguido de B las 
CCDs se sometieron a calentamiento y luego se evaluaron al visible.
148
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5.4 Extractos utilizados 
El material vegetal utilizado fue recolectado en Pergamino, Provincia de Buenos Aires 
por el Farm. Oscar Micheloni durante el mes Noviembre del año 2005. En todos los casos se 
depositó un ejemplar en el Herbario de la UNR con los siguientes códigos: Conium 
maculatum L (Apiaceae) (ID MO007), Morrenia brachystephana Griseb. (Asclepiadaceae) 
(ID MO004), Rapistrum rugosum (L.) All. (Brassicaceae) (ID MO014), Sida rhombifolia L  
(Malvaceae) (ID MO030), Commelina erecta L. (Commelinaceae) (ID MO002), Brassica 
rapa L. (Brasicaceae) (ID MO003), Sphaeralcea bonariensis (Cav.) Griseb. (Malvaceae) (ID 
MO018), Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen var. Parviflora. (Poaceae) (ID MO006), 
Anagallis arvensis L (Primulaceae) (ID MO037), Baccharis spicata (Lam.) Baill. 
(Asteraceae) (ID MO027), Baccharis ulicina Hook. & Arn. (Asteraceae) (ID MO029), 
Calamagrostis viridiflavescens (Poir.) Stend (Poaceae) (ID MO015), Geranium dissectum L 
(Geraniaceae) (ID MO039), Medicago lupulina L (Fabaceae) (ID MO037) y Paspalum 
dilatatum Poir. Subsp. dilatatum (Poaceae) (ID MO025) 
5.4.1 Extractos metanólicos 
Los extractos metanólicos crudos de la extractoteca del grupo utilizados en esta tesis 
en la Sección 3.2.1 fueron preparados previamente al inicio de este trabajo de tesis por la Dra. 
I. Ayelen Ramallo y el Dr. Mario O. Salazar. 
Los mismos se prepararon a partir de la planta completa (raíz, tallo, hoja, fruto y flor) 
de cada una de las especies. Cada muestra de material vegetal se secó en estufa y se trituró 
con un molinillo. Los extractos metanólicos totales se prepararon empleando MeOH a reflujo 
(3x 45 minutos). Al término, el material vegetal fue separado por filtración con vacío y los 
extractos fueron concentrados a presión reducida hasta sequedad en un evaporador rotatorio 
(T. máx empleada 55°C). Todos extractos se mantuvieron almacenados en heladera (T=8°C). 
Las proporciones de metanol (mL)/material vegetal (g) utilizadas variaron, según las 
características de la especie, en un rango de 9 mL/g a 40 mL/g. 
5.4.2 Preparación de subextracto diclorometánico 
Se disolvieron 2 gr de extracto metanólico total en 240 mL de una mezcla DCM:H2O 
(6:4) , la mezlca se separo en ampolla de decantación. La fracción acuosa resultante se extrajo 
nuevamente con DCM (3 x 120 mL), todas las fases diclometánicas se secaron con Na2SO4 
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anhidro y se filtraron a presión normal. El solvente se evaporó a presión reducida hasta 
sequedad en un evaporador rotatorio (temperatura máxima empleada 55°C).  
5.5 Desarrollo de nuevas herramientas autográficas para la detección de 
inhibidores enzimáticos 
5.5.1 Desarrollo de un ensayo autográfico para detección de inhibidores de 
tirosinasa 
Soluciones de trabajo 
Preparación de solución de enzima tirosinasa 
Se suspendieron 10 mg de liofilizado de enzima (1,881 U/mg) en 10 mL de buffer fosfato 
20 mM pH 6,8 y luego se llevó la solución a 10 mL con el mismo buffer (concentración final 
1,881 U/mL).  
Preparación solución de L- tirosina 
Se disolvieron 10 mg de L-tirosina en un volumen final de 10 mL de buffer fosfato 20 
mM, pH 6,8 (concentración final 2,5 mM). 
Preparación de gel de poloxámero 
Se disolvieron 25 g de poloxámero 407 micronizado y se llevó a 100 g de peso final 
con buffer fosfato 20 mM, pH 6,8 (concentración final 25% P/P). Se dejó hidratar durante la 
noche y  se enfrió hasta 8°C en heladera. 
Preparación de gel de agar 
Se disolvieron 12 g de agar en un volumen final de 100 mL de buffer fosfato 20 mM 
de pH 6,8 (concentración final 1,2 % P/V). La solución se llevó hasta 80 °C y se dejó enfriar 
hasta 35°C. 
Preparación de soluciones patrón de ácido kójico para curvas de regresión lineal. 
Se preparan 6 diluciones seriadas al medio de ácido kójico a partir de una solución 
madre de concentración 0,1 mg/mL de ácido kójico en metanol. Para la preparación de la 
solución madre se disolvieron 10 mg de ácido kójico en un volumen final de 100 mL de 
metanol, se tomaron 5 mL de la solución anterior se llevó a 10 mL con metanol, repitiendo 
este procedimiento hasta obtener 6 diluciones seriadas. 
Paula García  Materiales y Métodos 
155 
 
Selección de condiciones para la reacción enzimática sobre la placa cromatográfica 
Ensayo por rociado directo 
Se roció una placa de 5 x 5 cm con 1 mL de una solución de enzima de 100 U/mL 
(obtenida tomando 53 µL de solución de enzima y agregando 947 µL de buffer fosfato 
20 mM pH 6,8), para obtener un cubierta final sobre la placa de 4 U/cm
2
. Seguidamente se 
roció la placa con 1 mL de la solución de sustrato 150 µM (obtenida tomando 60 µL de 
solución de sustrato y 940 µL buffer fosfato 20 mM pH 6,8), para obtener un cubierta final 
sobre la placa de 60 nmol/cm
2
. La placa se incubó a temperatura ambiente y se registraron 
fotográficamente los cambios de color a los 5, 10, 15 y 20 minutos luego del rociado.  
Ensayo con inmovilización en gel de poloxámero 407 
A 4 mL de solución de poloxámero 407 25 % P/P en buffer fosfato 20 mM (pH 6,8) 
enfriada a 0 ºC se le agregaron 60 µL de solución de sustrato y seguidamente 53 µL de 
solución de enzima. Esta solución reveladora fue vertida sobre placas de 5 x 5 cm, para 
obtener cubiertas de 4 U/cm
2
 y 60 nmol/cm
2
 de tirosinasa y L-tirosina, respectivamente. Se 
dejó alcanzar la temperatura ambiente para que se produzca la solidificación del gel y se 
registraron los cambios de coloración a los 5, 10, 15 y 20 minutos. 
Ensayo con inmovilización en gel de agar 
A 4 mL solución de agar 1,2 % P/V en buffer fosfato 20 mM (pH 6,8) a 35 ºC se le 
agregaron 60 µL de solución de sustrato y seguidamente 53 µL de solución de enzima. Esta 
solución reveladora fue vertida sobre placas de 5 x 5 cm, para obtener cubiertas de 4 U/cm
2
 y 
60 nmol/cm
2
 de tirosinasa y L-tirosina, respectivamente. Se dejó alcanzar la temperatura 
ambiente para que se produzca la solidificación del gel y se registraron los cambios de 
coloración a los 5, 10, 15 y 20 minutos. 
Ensayo de CCD para curvas de regresión lineal 
Se sembraron en punto, con una microjeringa, 10 µL de 6 diluciones de ácido kójico 
(500- 31,625 µg) en placas cromatográficas de 12 x 2 cm.  
Fase de screening de factores significativos 
A una solución de agar de 1,2 % P/V a 35 °C, se le agregaron los volúmenes 
correspondientes de solución de sustrato y de enzima (para cada uno de los 12 experimentos 
mostrados en Tabla 7, página 56). Las soluciones resultantes se vertieron sobre cada placa. 
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Las placas con solución reveladora se incubaron a la temperatura y el tiempo correspondiente 
para cada experimento. Luego de transcurrido el tiempo de incubación las placas fueron 
fotografiadas bajo luz visible.  
Fase de optimización 
A una solución de agar de 1,2 % P/V a 35 °C se le agregaron los volúmenes 
correspondientes de solución de sustrato y de enzima (para cada uno de los 13 experimentos 
mostrados en Tabla 8, página 57). Las soluciones resultantes se vertieron sobre cada placa. 
Las placas con solución reveladora fueron incubadas a 20 °C y durante 20 minutos, 
transcurrido este tiempo fueron fotografiadas bajo luz visible.  
Ensayo autográfico optimizado 
A 7,2 mL de una solución de agar de 1,2 % P/V a 35 °C, se le agregaron 186 µL de la 
solución de enzima (1881 U/mL) la mezcla se homogenizó cuidadosamente por inversión. 
Luego se le agregan 1,8 mL de la solución de sustrato (2,5 mM). Esta solución se vertió sobre 
la placa cromatográfica (45 cm
2
) y se llevó a 20 °C, temperatura a la que las placas son 
incubadas. Luego de transcurrido el tiempo de incubación (20 min) las placas fueron 
fotografiadas bajo luz visible. 
Análisis de imágenes 
La densidad óptica de cada halo fue medida usando el programa Gel-Pro Analyzer. El 
análisis de “1-D gels” se llevó a cabo sobre imágenes monocromáticas en escala de grises de 
las placas de CCD, generadas extrayendo la intensidad a partir de las imágenes a color. Las 
calles de la CCD fueron definidas manualmente y los halos fueron automáticamente 
detectados usando la función “find bright bands in dark background” del programa para la 
detección UVVIS (medida en nivel de gris x pixel
2
) 
Diseño de experimentos y métodos de superficie de respuesta 
Para realizar el diseño experimental, el ajuste polinómico, ANOVA y los cálculos de 
deseabilidad se utilizó el programa Design-Expert trial versión 7.0.3 (Stat-Ease, Minneapolis, 
MN, USA). 
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Aplicabilidad del ensayo para detección de inhibidores de tirosinasa en mezclas 
complejas 
Se sembraron 3 placas cromatográficas de silica gel de 4,5 x 10 cm con el siguiente 
diseño: calle I, 1 µg de ácido kójico; calle II, 100 µg de fracción diclorometánica de 
Calamagrostis viridiflavescens (Poir.) Stend con 0,1 μg de ácido kójico y calle III, 100 µg de 
fracción diclorometánica de  C. viridiflavescens. En todos los casos se sembraron 
manualmente 10 μL de una solución metanólica usando una microjeringa, en forma de bandas 
de 0,5 cm. Las separaciones cromatográficas fueron llevadas a cabo utilizando como fase 
móvil AcOEt:MeOH:H2O (74:15:11). Previo al agregado de la solución reveladora enzimática 
o del revelador químico, el solvente es removido de la placa cromatográfica a temperatura 
ambiente bajo una corriente de aire (20 minutos). Luego se vertió la solución enzimática 
reveladora sobre la placa cromatográfica y se llevó a 20°C, temperatura a la que las placas son 
incubadas. Luego de transcurrido el tiempo de incubación (20 min) las placas fueron 
fotografiadas bajo luz visible. Las placas restantes fueron fotografiadas bajo luz UV 254 nm y 
365nm. Posteriormente fueron reveladas químicamente (Sección 5.3) con ácido 
fosfomolíbdico y con p-anisaldehído sulfúrico (ésta última fotografiada bajo luz visible y luz 
UV365nm). 
5.5.2 Desarrollo de un ensayo autográfico para detección de inhibidores de 
acetilcolinesterasa  
Soluciones de trabajo 
Preparación de solución de enzima acetilcolinesterasa 
Se suspendieron 1 mg de liofilizado de enzima (518 U/mg) en 4 mL de buffer fosfato 
100 mM pH 6 o pH 8 (según correspondiera) y luego se llevó a 10 mL con el mismo buffer 
(Concentración final 132,5 U/mL).  
Preparación solución de indoxil acetato 
Se disuelvieron 39 mg de indoxil acetato en un volumen final de 1 mL de etanol 
(Concentración final 227 mM). 
Preparación de gel de poloxámero 407 
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Se disolvieron 20 g de poloxámero 407 micronizado y se llevó a 100 mL de volumen 
final con buffer fosfato 100 mM pH 6 o pH 8 (según correspondiera) (Concentración final 
20% P/V). Se dejó hidratar durante la noche, se enfrió hasta 8°C en heladera. 
Preparación de soluciones patrón de inhibidores. 
Se realizaron 6 soluciones seriadas al medio de fisostigmina a partir de una solución 
madre de concentración 1 mg/mL de fisostigmina en etanol. Para la preparación de la misma 
se disolvieron 10 mg de fisostigmina en un volumen final de 10 mL de etanol, 1 mL de la 
solución anterior se llevaron a 10 mL con etanol, repitiendo este procedimiento hasta obtener 
5 diluciones seriadas. 
Ensayo de CCD para curvas de regresión lineal 
Se sembraron en punto, con una microjeringa, 10 µL de 6 diluciones de fisostigmina 
(10, 1, 0,1, 1 x10
–2
, 1 x10
–3
, and 1 x10
–4
 µg de fisostigmina) en placas cromatográficas de fase 
reversa (14 x 2 cm). 
Fase de screening de factores significativos 
A una solución de poloxámero 407 de 20 % P/V a 0 °C, se le agregaron los volúmenes 
correspondientes de solución de sustrato y de enzima (para cada uno de los 12 experimentos). 
Las soluciones resultantes se vertieron sobre las placas y las mismas se incubaron a la 
temperatura y el tiempo correspondiente para cada experimento.  
Fase de optimización 
A una solución de poloxámero 407 de 20 % P/V (preparado con buffer fosfato 100 
mM pH 8) a 0 °C se le agregaron los volúmenes correspondientes de solución de sustrato y de 
enzima (para cada uno de los 20 experimentos). Se vertió esta solución sobre la placa y se 
llevó a 37°C, temperatura a la que las placas fueron incubadas. Luego de transcurrido el 
tiempo de incubación correspondiente para cada experimento las placas fueron fotografiadas. 
Ensayo autográfico optimizado 
A 13,8 mL de una solución de poloxámero 407 de 20 % P/V (preparado con buffer 
fosfato 100 mM pH 8) a 4 °C se le agregaron 218 µL de la solución de enzima (132,5 U/mL) 
la mezcla se homogenizó cuidadosamente por inversión. Luego se le agregaron 221 µL de la 
solución de sustrato (227 mM). Esta solución se vertió sobre la placa cromatográfica (64 cm
2
) 
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y se llevó a 37°C, temperatura a la que las placas fueron incubadas. Luego de transcurrido el 
tiempo de incubación (60 min) las placas fueron fotografiadas 
Aplicabilidad para detección de inhibidores de AChE en mezclas complejas en CCD-FR. 
Se sembraron 2 placas cromatográficas de fase reversa de 6,4 x 10 cm con el siguiente 
diseño: calle I, 0,025 µg de fisostigmina (como control positivo en ausencia de la matriz); 
calle II, 250 µg de aceite esencial de hojas de Pimenta racemosa (Mill.) J.W. Moore con 
0,025 μg de fisostigmina y calle III, 250 µg de fracción de aceite esencial de hojas de P. 
racemosa (como control de ausencia de actividad en la matriz). En todos los casos, una 
solución metanólica fue sembrada manualmente usando una microjeringa de 10 μL, como 
bandas de 0,5 cm. Las separaciones cromatográficas fueron llevadas a cabo utilizando como 
fase móvil MeOH conteniendo 0,01 % V/V TEA, donde la fisostigmina aparece como una 
macha a un Rf= 0,56. Previo al agregado de la solución reveladora enzimática o del revelador 
químico, el solvente fue removido de la placa a temperatura ambiente bajo una corriente de 
aire (20 minutos). Luego se viertió la solución enzimática reveladora sobre la placa 
cromatográfica (64 cm
2
) y se llevó a 37°C, temperatura a la que las placas fueron incubadas. 
Luego de transcurrido el tiempo de incubación (60 min) las placas fueron fotografiadas bajo 
luz visible y luz UV365nm. 
Se sembró una placa cromatográfica de fase reversa de 2 x 10 cm con 250 µg de aceite 
esencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (lemongrass) (25 mg/mL). Una solución 
metanólica fue manualmente sembrada usando una microjeringa de 10 μL, como bandas de 
0,5 cm. Las separaciones cromatográficas fueron llevadas a cabo utilizando como fase móvil 
MeOH con 0,01% V/V TEA. Previo al agregado de la solución reveladora enzimática o del 
revelador químico, el solvente fue removido de la placa a temperatura ambiente bajo una 
corriente de aire (20 min). Luego se vertió la solución enzimática reveladora sobre la placa 
cromatográfica (20 cm
2
) y se llevó a 37°C, temperatura a la que las placas fueron incubadas. 
Luego de transcurrido el tiempo de incubación (60 min) las placas fueron fotografiadas bajo 
luz visible y luz UV365nm 
Aplicabilidad para detección de inhibidores de AChE en mezclas complejas en CCD en 
fase normal  
Se sembraron 2 placas cromatográficas de sílica gel como soporte de fase normal de 
6,4 x 10 cm con el siguiente diseño: calle I, 250 µg de fracción de (como control de ausencia 
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de actividad en la matriz), calle II, 250 µg de extracto de Sonchus oleraceus L con 0,025 μg 
de fisostigmina y calle III, 0,025 µg de fisostigmina (como control positivo en ausencia de la 
matriz). En todos los casos, de una solución metanólica fue manualmente sembrada usando 
una microjeringa de 10 μL, como bandas de 0,5 cm. Las separaciones cromatográficas fueron 
llevadas a cabo utilizando como fase móvil DCM:MeOH (60:40) donde la fisostigmina 
aparece como macha central a un Rf=0,47. Previo al agregado de la solución reveladora 
enzimática o revelador químico, el solvente es removido de la placa a temperatura ambiente 
bajo una corriente de aire (20 min). Se vierte la solución enzimática reveladora sobre la placa 
cromatográfica (64 cm
2
) y se lleva a 37 °C, temperatura a la que las placas son incubadas. 
Luego de transcurrido el tiempo de incubación (60 min) las placas son fotografiadas bajo luz 
visible y luz UV365nm. 
Analisis de imágenes 
La densidad óptica de cada halo fue medida usando el programa Gel-Pro Analyzer. El 
análisis de “1-D gels” se llevó a cabo sobre imágenes monocromáticas en escala de grises de 
las placas de CCD, generadas extrayendo la intensidad a partir de las imágenes a color. Las 
calles de la CCD fueron definidas manualmente y los halos fueron automáticamente 
detectados usando la función “find bright bands in dark background” del programa para la 
detección UVVIS (medida en nivel de gris x pixel
2
) y usando la función “find dark bands in 
bright background” para la detección UV365nm (medido en densidad óptica x pixel
2
). Gel-Pro 
Analyzer 3.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) fue utilizado para medir las 
señales de los halos de inhibición. 
Diseño de experimentos y métodos de superficie de respuesta 
Para realizer el diseño experimental, el ajuste polinómico, ANOVA y los cálculos de 
deseabilidad se utilizó el programa Design-Expert trial version 7.0.3 (Stat-Ease, Minneapolis, 
MN, USA). 
5.6 Generación de extractos modificados con bromo 
5.6.1 Generación de extractos modificados con bromo en solución  
Protocolo general: Se disolvieron 200 mg de extracto diclorometánico en 15 mL de 
DCM, mantenidos a -78°C en una mezcla AcOEt y N2 líquido, se le agregaron 37 µL de Br2 
por goteo. Luego, se mantuvo en agitación a 0 °C durante dos horas. Transcurrido este tiempo 
Paula García  Materiales y Métodos 
161 
 
se finalizó la reacción por agregado de 10 mL de una solución de tiosulfato de sodio 
10 % P/V. Se procedió a la separación de las fases acuosa y diclorometánica. La fase acuosa 
fue extraída 3 veces con 10 mL de diclorometano. Los 30 mL producto de la extracción 
anterior se incorporaron a la primera fase diclometánica. La solución resultante se secó con 
Na2SO4 anhidro, se filtró por gravedad y el solvente se evaporó a 30 °C a presión reducida. 
5.6.2 Generación de extractos modificados con resina perbromada 
Protocolo general: Se disolvieron 200 mg de extracto diclorometánico en 20 mL de 
DCM, se le agregaron 0,66 g de resina perbromada y se agitó moderadamente durante una 
hora. Transcurrido este tiempo se filtró con vacío la suspensión con la resina y la resina fue 
lavada dos veces con 5 mL DCM y dos veces con 5 mL de metanol. Los filtrados se juntaron 
y la solución resultante se evaporó con Na2SO4 anhidro, se filtró por gravedad y el solvente se 
evaporó a 30 °C a presión reducida. 
5.7 Generación de extractos testigos 
5.7.1 Generación de extractos testigos para extractos modificados con bromo en 
solución. 
Protocolo general: Se disolvieron 200 mg de extracto diclorometánico en 15 mL de 
DCM, se le agregaron 10 mL de agua y se separó la fracción diclorometánica en un ampolla 
de decantación. A la fracción acuosa se extrajo tres veces con 10 mL de DCM. Se juntaron las 
fracciones diclometánicas, se evaporó la fase orgánica con Na2SO4 anhidro, se filtró por 
gravedad y el solvente se evaporó a 30 °C a presión reducida. 
5.7.2 Generación de extractos testigos para extractos modificados con resina 
perbromada 
Obtención de resina Amberlyst A-26® Br
-
 a partir de resina comercial: La resina 
Amberlyst A-26
®
 Br
-
 se preparó a partir de la resina comercial Amberlyst A-26 OH
-
, por 
agitación durante 12 horas en una solución de ácido bromhídrico 1 N. El exceso de bromuro 
se eliminó por filtración y posterior lavado de la resina con solventes de polaridad decreciente 
(agua, acetona, diclometano). El procedimiento realizado es una de las etapas intermedias 
para la obtención de la resina perbromada.
149
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Protocolo general: Se disolvieron 50 mg de extracto diclorometánico en 5 mL de 
DCM, se le agregaron 0,4 mg de resina Amberlyst A-26
®
 Br
-
 y se agitó la suspensión 
obtenida durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se separó la resina de la solución 
diclorometanica por filtración con vacío. La resina fue lavada dos veces con 2,5 mL de MeOH 
y dos veces con 2,5 mL de DCM, se juntaron los filtrados y se evaporaron a presión reducida 
a 30 °C. 
Se agitó 1g de resina Amberlyst A-26
®
 OH
- 
en 6 mL de una solución de HBr 0,1 N 
durante 16 horas. La suspensión obtenida se filtró con vacío y se lavó sucesivamente con 
40 mL de agua, con 30 mL de acetona y con 30 mL de DCM. La resina obtenida se colocó en 
una estufa de vacio durante 12 horas a 50°C. 
5.8 Análisis de cambios en la composición química de extractos modificados 
con bromo en solución y resina perbromada 
5.8.1 Comparación de la composición química de extractos naturales y modificados 
por RMN de 
1
H 
Los espectros de extractos modificados y testigos fueron obtenidos a partir de 
soluciones de 40 mg/mL en CDCl3 y con las siguientes consideraciones: tamaño fid 23.998; 
número de scans 64, ancho espectral 9,9956 ppm y tiempo de adquisición 3,99 segundos. 
Los espectros de extractos modificados y testigos se compararon utilizando ACP, el 
mismo es un método no supervisado de análisis y sirve para reducir la dimensionalidad de 
datos. La utilización de este método permite maximizar la extracción de información a partir 
de la generación de nuevas variables denominadas CPs. Estos son creados por combinaciones 
lineales de las variables de partida, de manera tal que todos los CPs son ortogonales. 
Con el objeto de realizar este análisis, inicialmente los espectros de RMN de 
1
H fueron 
pre-procesados usando el programa ProMetab.
130
 De esta manera los espectros son 
convertidos a un formato apropiado para su análisis multivariado usando el código escrito 
MATLAB (Versión 7). 
El pre-procesamiento de los datos consistió en: 
 Segmentación de los espectros en 1.736 porciones (bins) de 0,005 ppm (2,5 
Hz) entre los desplazamientos de 0,20 ppm y 8,90 ppm.  
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 Remoción de las señales correspondientes al solvente (40 bins comprendidos 
entre 7,25 ppm y 7,27 ppm). 
  Normalización de las áreas espectrales de los 1.736 bins restantes respecto al 
área espectral total (AET). 
 Transformación logarítmica con el objeto de que las variables (bins) más 
pequeñas aumenten en interés respecto a las variables de mayor tamaño. 
El resultado final del pre-procesamiento es una matriz de 60 × 1.736 (número de 
espectros × número de bins por espectro) a partir de la cual se realiza el análisis estadístico 
multivariado procesando los datos obtenidos a través de TOMCAT (Toolbox for multivariate 
calibration technique).
131
 De esta manera se obtienen los descriptores (CPs), los cuales 
acumulan la varianza total de la población. Los gráficos de dispersión y loadings se realizaron 
utilizando las funciones graficas de MATLAB (Versión 7). 
Para el análisis multivariado los espectros de RMN
1
H fueron pre-procesados usando el 
programa ProMetab.
130
 Cada espectro fue segmentado en bins, se removieron las señales 
correspondientes al cloroformo, se normalizaron las áreas y transformaron logarítmicamente. 
El ACP de los datos pre-procesados se realizó utilizando el código de lectura MATLAB 6.5 
(Release 1.3), TOMCAT.
131
 
5.8.2 Comparación de las composiciones químicas de extractos nativos y 
modificados con bromo por CLAE-EMAR 
Condiciones cromatográficas 
Los cromatogramas de los extractos modificados y extractos testigos fueron obtenidos 
a partir de soluciones de 20 mg/mL en metanol. Las condiciones cromatográficas y de 
adquisición de espectros fueron las siguientes: 
 Volumen inyectado: 20 L.  
 Velocidad de flujo: 1,000 mL/minuto. 
 Temperatura: 35,0°C.  
 Fases móviles: A H2O-ácido fórmico 0,1%, B Acetonitrilo-ácido fórmico 0,1%  
 Método: 0 minuto 30% B, 0-10 minuto 30-60% B, 10-20 minuto 60-80 % B, 
50-53 minuto 100-30 % B, 20-35 minuto 80-95 % B y 35-45 minuto 95 % B . 
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 Detector: Tipo de fuente de iones: ESI; modo de ionización negativo. se 
analizaron todo los iones  el rango desde m/z 190 hasta 1250 Da. 
 
Pretratamiento de los datos 
Una vez obtenidos los datos, fueron sometidos a un pretratamiento que comprende 
varios pasos, los cuales se describen, a continuación.  
Conversión de datos  
Los datos crudos generados por el equipo CLAE-EMAR (formato .d) fueron 
convertidos al formato mzData, usando el programa Bruker Compass DataAnalysis 1.3 
(Bruker Daltonik GmbH). Posteriormente, los datos en el nuevo formato fueron importados al 
programa mzMine
124
 para los pasos de filtración, detección de picos y alineamiento, del 
pretratamiento. Este programa es ampliamente usado en análisis metabolómicos, por su 
versatilidad y compatibilidad con diferentes paquetes estadísticos.  
Detección de picos  
La detección de picos permite identificar todas las señales generadas por iones 
“verdaderos” y evita la detección de falsos positivos. Este paso, dentro del programa se 
realiza en cinco módulos: Mass detection, Chromatogram building, Peak deconvolution y 
Deisotoping. El módulo Mass detection permite eliminar los efectos causados por el ruido de 
la medición o la línea base; el nivel de ruido seleccionado fue de 1x10
2
 counts/s (cps). Los 
picos que presentaron una intensidad por debajo de este valor no son incluidos y por lo tanto 
se excluyen de la lista de las masas de los iones que se genera por cada scan. El módulo 
Chromatogram building, toma la lista de masas generada en el paso anterior y construye por 
deconvolución el cromatograma de acuerdo a cada masa que puede detectar continuamente 
sobre los scans; se determinó como tiempo mínimo de espacio entre scans 0,03 minutos, una 
altura mínima de 1x10
5
 counts/s (cps) y una tolerancia de 0,02 en m/z. El módulo Peak 
deconvolution permite separar los picos individuales desde los cromatogramas obtenidos en 
chromatogram building; existen diferentes algoritmos que permiten realizar este paso, la 
selección dependerá del tipo de datos que se hayan obtenido, para el presente trabajo se eligió 
Staviszky-Golay, ya que realiza un suavizado de las señales que permite analizar datos que 
presentan ruido significativo y de variada intensidad; la altura mínima de los picos se 
estableció de 1x10
5
 counts/s (cps), el rango de duración del pico entre 0-2 min y la amplitud 
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del ruido de 1x10
3
 counts/s (cps). El módulo Deisotoping determina cuales picos en la lista de 
señales forman un patrón isotópico, guarda la información acerca de la proporción y carga de 
estos y, deja las señales que corresponden al isotopo más alto; para el estudio se estableció 
una tolerancia de 0,02 en m/z y carga máxima de 2.  
Alineamiento  
El propósito de este paso es generar una nueva lista en la que se hace coincidir los 
picos obtenidos para las diferentes muestras. El algoritmo usado fue RANSAC alingment, el 
cual alinea tomando como lista de picos principales los de la primera muestra, y en base a este 
alinea el resto de las muestras. Adicionalmente, corrige cualquier desviación lineal o no lineal 
en el tiempo de retención de los cromatogramas mediante la creación de un modelo de 
desviación. Los parámetros establecidos fueron: tolerancia de 0,001 en m/z, tolerancia del 
tiempo de retención de 0,1 minutos, tolerancia del tiempo de retención después de la 
corrección en 0,05 min, el número de interacciones RANSAC en 10000, el mínimo número 
de puntos en 50 y  modelo lineal.  
Análisis estadístico descriptivo 
Los resultados obtenidos en la etapa anterior se resumen en la Tabla 19a para 
extractos testigos (ET) y modificados (EM) por reacción de bromación en solución y en la 
Tabla 20a para la reacción de bromación con resina perbromada. Se calcularon los 
porcentajes que desaparecen (Ecuación 2), aparecen (Ecuación 3) y no son alterados por la 
reacción (Ecuación 4).  
Ecuación 2 
𝐷𝑒𝑠𝑎𝑝𝑎𝑟𝑒𝑐𝑒𝑛 𝑒𝑛 𝐸𝑇 (%) =
(𝐸𝑇 − 𝐴𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠)
𝐸𝑇
× 100 
 
Ecuación 3 
𝐴𝑝𝑎𝑟𝑒𝑐𝑒𝑛 𝑒𝑛 𝐸𝑀(%) =
𝐸𝑀 − 𝐴𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠
𝐸𝑀
× 100 
 
Ecuación 4 
𝑁𝑜 𝐴𝑙𝑡𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 (%) =
𝐴𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠
𝐸𝑇
× 100 
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Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 19b para la reacción con bromo en 
solución, y en la Tabla 20b para la reacción con resina perbromada. 
Tabla 19. Datos resultantes del análisis de picos cromatográficos. (a) Número de picos detectados en testigos y 
modificados con bromo en solución; y picos alineados. (b) Porcentaje de picos que desaparecen, aparecen y no 
alterados luego de la reacción. 
Especie vegetal de Partida 
Número de picos
a
 Porcentaje de picos
b
 
ET EM Alineados Desaparecen en ET Aparecen en EM No alterados 
A. arvensis 219 196 10 95,43 94,90 4,57 
B. spicata 382 251 20 94,76 92,03 5,24 
B. ulicina 250 192 24 90,40 87,50 9,60 
C. viridiflavescens 214 193 12 94,39 93,78 5,61 
G. dissectum 246 202 11 95,53 94,55 4,47 
M. lupulina 413 256 39 90,56 84,77 9,44 
P. dilatatum 254 154 19 92,52 87,66 7,48 
C. maculatum 301 127 25 91,69 80,31 8,31 
M. brachytephana 423 256 42 90,07 83,59 9,93 
R. rugosum 271 293 32 88,19 89,08 11,81 
S. rhombifolia 391 157 18 95,40 88,54 4,60 
C. erecta  221 143 15 93,21 89,51 6,79 
B. rapa 165 204 23 86,06 88,73 13,94 
S. bonariensis 170 316 21 87,65 93,35 12,35 
S. parviflora 215 198 15 93,02 92,42 6,98 
 
Tabla 20 Datos resultantes del análisis de picos cromatográficos. (a) Número de picos detectados en testigos y 
modificados con resina perbromada; y picos alineados. (b) Porcentaje de picos que desaparecen, aparecen y no 
alterados luego de la reacción. 
Especie vegetal de Partida 
Número de picos Porcentaje de picos 
ET EM Alineados Desaparecen en ET Aparecen en EM No alterados 
A. arvensis  51 133 7 86,27 94,74 13,73 
B. spicata 333 233 51 84,68 78,11 15,32 
B. ulicina 197 126 20 89,85 84,13 10,15 
C. viridiflavescens 138 63 14 89,86 77,78 10,14 
G. dissectum 213 91 14 93,43 84,62 6,57 
M. lupulina 298 117 12 95,97 89,74 4,03 
P. dilatatum 61 162 19 68,85 88,27 31,15 
C. maculatum 297 100 8 97,31 92,00 2,69 
M. brachytephana 269 144 9 96,65 93,75 3,35 
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R. rugosum 680 78 18 97,35 76,92 2,65 
S. rhombifolia 288 75 9 96,88 88,00 3,13 
C. erecta 251 133 12 95,22 90,98 4,78 
B. rapa 282 171 15 94,68 91,23 5,32 
S. bonariensis 351 93 26 92,59 72,04 7,41 
S. parviflora 98 127 11 88,78 91,34 11,22 
 
Además se realizó el cálculo de los parámetros estadísticos correspondientes a la estadística 
descriptiva para cada conjunto de datos,  utilizando el programa GraphPad Prism v 5.01 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Los mismos se resumen en la Tabla 21 
para reacción de bromación con bromo en solución, Tabla 22 con resina perbromada y Tabla 
23 para picos no alterados por ambas reacciones  
Tabla 21. Parámetros estadísticos obtenidos del cálculo de los porcentajes promedio de picos que desaparecen 
en los extractos testigo (ET) y aparecen en los extractos modificados (EM) para la reacción con bromo en 
solución. 
Parámetros estadísticos Desaparecen en ET (%) Aparecen en EMB (%) 
Número de valores (n) 15 15 
   Mínimo 86,06 80,31 
Percentil 25%  90,07 87,50 
Mediana 92,52 89,08 
Percentil 75%  94,76 93,35 
Máximo 95,53 94,90 
   Media 91,93 89,38 
Desviación estándar 3,04 4,25 
Error estándar 0,78 1,10 
   Intervalo de confianza (90,24; 93,61) (87,03;91,74) 
 
 
Tabla 22. Parámetros estadísticos obtenidos del cálculo de los porcentajes promedio de picos que desaparecen 
en los extractos testigo (ET) y aparecen en los extractos modificados (EM)  para la reacción con resina 
perbromada. 
Parámetros estadísticos Desaparecen en ET (%) Aparecen en EMR (%) 
Número de valores (n) 15 15 
   
Mínimo 68,85 72,04 
Percentil 25% 88,78 78,11 
Mediana 93,43 88,27 
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Parámetros estadísticos Desaparecen en ET (%) Aparecen en EMR (%) 
Percentil 75% 96,65 91,34 
Máximo 97,35 94,74 
   
Media 91,22 86,24 
Desviación estándar 7,42 7,01 
Error estándar 1,92 1,81 
   
Intervalo de confianza (87,12;95,33) (82,36;90,13) 
 
 
Tabla 23. Parámetros estadísticos obtenidos del cálculo de los porcentajes promedio de picos que no son 
alterados en los extractos testigo (ET) para la reacción con bromo en solución (EMB) y resina perbromada 
(EMR). 
Paramétros estadísticos No alterados EMB (%) No alterados EMR (%) 
Número de valores (n) 15 15 
 
  Mínimo 4,47 2,65 
Percentil 25%  5,24 3,35 
Mediana 7,48 6,57 
Percentil 75%  9,93 11,22 
Máximo 13,94 31,15 
 
  Media 8,07 8,77 
Desviación estándar 3,03 7,42 
Error estándar 0,78 1,92 
 
  Intervalo de confianza (6,39;9,76) (4,67;12,88) 
 
 
Análisis estadístico multivariado mediante ACP. 
Tranformación de datos a formato tabular 
Los datos en bruto de los cromatogramas obtenidos por CLAE-EM (sin pre-
tratamiento) se transformaron a un formato tabular (información bidimensional). Para esta 
transformación se utilizó una técnica llamada bucketing. Para este análisis se utilizó el 
programa ProfileAnalysis v 2.00 (Bruker Daltonik GmbH) 
Cada punto de datos del cromatograma se describe por su tiempo de retención (RT), 
valor de m/z e intensidad (información tridimensional). El bucketing subdivide todos los 
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tiempos de retención especificados (RT) y los rangos de masas en distintos pares de valores 
de RT- m/z que se llaman buckets. Por lo tanto, el bucketing reduce drásticamente el número 
de puntos de datos de un análisis de CL- EM a una serie clara de las variables definidas por 
los valores estadísticos (buckets e intensidades). 
Parámetros para generación de buckets y modelo de ACP: 
Rango de tR (minutos): 2-42 
Rango de masas (m/z): 149-1251  
Bucketing rectangular: ΔtR (minutos): 1; Δ m/z: 50  
Normalización: Respecto al bucket de mayor intensidad del conjunto de datos. 
El resultado final fue una matriz de 30 × 920 (número de cromatogramas × número de 
buckets por cromatograma) a partir de la cual se realizó el ACP. 
5.9 Fraccionamiento bioguiado del extracto diclorometánico modificado de 
Medicago lupulina L. 
Se sometieron 2,9114 g del extracto diclorometánico de M. lupulina modificado con 
bromo en solución a CC sobre Sephadex LH-20. De este procedimiento se obtuvieron 56 
fracciones las cuales fueron reagrupadas en función de la similitud de sus perfiles químicos y 
de actividad en 12 nuevas fracciones. Estas fracciones fueron primero analizadas con respecto 
a su actividad biológica por autografía para detección de inhibidores de β-glucosidasa 
(Sección 5.18.5) de placas cromatográficas corridas en FM= DCM:MeOH (80:20), este 
análisis muestra halos de inhibición en el punto de siembra y a Rfs de 0,2 y 0,3. En la etapa 
posterior, solo se continuó con el análisis de 6 fracciones que resultaron activas las cuales se 
encuentran resumidas en la Tabla 24. 
Tabla 24. Resumen de actividades para fracciones obtenidas de la cromatografía en columna de sephadex LH-20 
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 
- ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - 
 
Se disolvieron las fracciones en idéntico volumen de metanol con el objetivo de 
materner la proporción en que fueron eluidos de la columna los compuestos (1 mL de metanol 
calidad CLAE-EM). Posteriormente, para tener más información sobre la composición 
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química de cada fracción, las mismas fueron analizadas por espectrometría de masa mediante 
infusión directa en modo de ionización negativo. Entre los iones moleculares presentes en 
cada fracción se encuentran 4 iones moleculares que tienen el patrón isotópico característico 
de los compuestos que contienen bromo en su estructura. En la Tabla 25 se resumen las 
intensidades absolutas de estos fragmentos en cada fracción.  
Tabla 25. Resumen de intensidades absolutas de fragmentos con patrón isotópico típica de compuestos 
bromados presentes en las fracciones activas obtenidas a partir del fraccionamiento realizado al escalado 
de la reacción de bromación en solución para M. lupulina 
Fracciones  m/z (M-H ) 410  m/z (M-H) 424  m/z (M-H) 488  m/z (M-H) 548 
F2 16565 59273 4242 1684 
F3 31253 94423 7888 1132 
F4 38731 10618 7033 1746 
F5 18635 1029 4212 5774 
F6 5549 0 1984 12684 
F7 2309 0 0 15659 
. 
5.10 Aceites esenciales utilizados 
Estos AEs fueron adquiridos a través EUMA s.a.i.c.i y f., una empresa proveedora de 
aceites esenciales y fragancias que cumple con las disposiciones de ANMAT (Administración 
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica) y las normas internacionales 
IFRA (International Fragrance Association). 
Abies alba Mill. (Pinaceae) (Cod. 842), Artemisia absinthium L. (Asteraceae) (Cod. 
519), Allium sativum L. (Amaryllidaceae) (Cod. 758), Citrus aurantium L. (Rutaceae) (Cod. 
715), Citrus bergamia Risso & Poit (Rutaceae) (Cod. 048), Citrus aurantifolia (Christm.) 
Swingle (Rutaceae) (Cod. 154), Cinnamomum cassia (Nees & T.Nees) J.Presl (Lauraceae) 
(Cod. 774), Cedrus sp. (Pinaceae) (Cod. 471), Citrus limonum Risso (Rutaceae) (Cod. 047), 
Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson (Poaceae) (Cod. 580), Cananga odorata (Lam.) 
Hook.f. & Thomson (Annonaceae) (Cod. 190); Coriandrum sativum L. (Apiaceae) (Cod. 
723); Cupressus sempervirens L. (Cupressaceae) (Cod. 922); Cinnamomum verum J.Presl 
(Lauraceae) (Cod. 544); Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae) (Cod. 162), Eucaliptus 
globulus Labill. (Myrtaceae) (Cod.495), Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae) (Cod. 666), 
Juniperus communis L. (Cupressaceae) (Cod. 515), Juniperus virginiana L. (Cupressaceae), 
Lavandula angustifolia Mill. (Lamiaceae) (Cod.b510), Litsea cubeba (Lour.) Pers. 
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(Lauraceae) (Cod. 151), Mentha arvensis L. (Lamiaceae) (Cod. 200), Myristica fragrans 
Houtt. (Myristicaceae) (Cod. 644), Melaleuca viridiflora (Sol.) Gaertn. (Myrtaceae) (Cod. 
289), Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) (Cod. 533), Origanum vulgare L. (Lamiaceae) (Cod. 
533), Pogostemon cablin Benth. (Lamiaceae) (Cod. 217), Pimenta racemosa (Mill.) 
J.W.Moore (Myrtaceae) (Cod. 867), Pinus sylvestris L. (Pinaceae) (Cod.700), Salvia 
officinalis L. (Lamiaceae) (Cod. 241), Vetiveria zizanioides (L.) Roberty (Poaceae) 
(Cod.178). 
5.11 Generación de aceites esenciales modificados con bromo 
Protocolo general: Se disolvió 1 g de aceite esencial en 50 mL de AcOEt. A esta 
solución agitada a -78°C en una mezcla AcOEt y N2 líquido se le agregaron 375 µL de Br2 
por goteo. Luego, se mantuvo la solución en agitación a 0 °C durante dos horas. Transcurrido 
este tiempo se finalizó la reacción por agregado de 10 mL de una solución de tiosulfato de 
sodio 10 %P/V. Se procedió a la separación de las fases acuosa y acetato de etilo. La fase 
acuosa fue extraída 3 veces con 10 mL de acetato de etilo. Los 30 mL producto de la 
extracción anterior se incorporaron a la primera fase orgánica. Las fases orgánicas 
combinadas se secaron con sulfato de sodio anhidro, se filtraron por gravedad y el solvente se 
evaporó a 30°C a presión reducida. 
Observaciones: El protocolo utilizado para la bromación de aceites esenciales es 
idéntico al protocolo utilizado para la bromación de extractos metanólicos crudos (Sección 
5.6.1), excepto por el solvente de reacción y el solvente de extracción: se utilizó 
diclorometado para extractos crudos y se utilizó acetato de etilo para los aceites esenciales. 
Esto se debe a que la reacción del bromo molecular con el ion S2O3
2-
 (reactivo utilizado para 
eliminar el bromo excedente), produce a la vez el ión S4O6
2-
 y el HSO4
-
 con ion acompañante 
Na
+
, puesto que dichos productos son muy solubles en agua se eliminan en el proceso de 
extracción liquido-liquido en el sistema Agua: DCM utilizado originalmente para la 
modificación de extractos. Pero además, en medio ácido el ión tiosulfato, bajo la forma de 
ácido tiosulfúrico H2S2O3 se dismuta obteniéndose azufre en su forma elemental (en distintas 
formas alotrópicas) y SO2, entre otros productos minoritarios. El SO2 al ser volátil no presenta 
mayores problemas y suele ser eliminado durante los procesos de evaporación. En cambio 
hemos notado la presencia de S elemental en nuestros extractos vegetales modificados. Una 
de las formas de solucionar este problema, sería evitar la producción de S elemental 
disminuyendo la acidez del agua, reduciendo la cantidad de CO2 disuelto en la misma. Otra 
Paula García  Materiales y Métodos 
172 
 
solución sería cambiar el solvente de reacción, por un solvente en cual el S elemental presente 
baja solubilidad. Dado que el DCM es uno de los mejores solventes de este elemento después 
del CS2, se decidió cambiar el solvente de reacción por acetato de etilo (AcOEt) manteniendo 
el resto de las condiciones establecidas previamente. 
5.12 Análisis de cambios en la composición química de aceites esenciales 
modificados con bromo en solución  
5.12.1 Comparación de las composiciones químicas de aceites esenciales naturales y 
modificados por RMN de 
1
H 
Los espectros de aceites esenciales modificados y testigos fueron obtenidos a partir de 
soluciones de 40 mg/mL en CDCl3 y con las siguientes consideraciones: tamaño fid 23.998; 
número de scans 64, ancho espectral 9,9956 ppm y tiempo de adquisición 3,99 segundos. 
Los espectros de aceites esenciales modificados y testigos se compararon utilizando ACP, el 
mismo es un método no supervisado de análisis y sirve para reducir la dimensionalidad de 
datos. La utilización de este método permite maximizar la extracción de información a partir 
de la generación de nuevas variables denominadas CPs. Estos son creados por combinaciones 
lineales de las variables de partida, de manera tal que todos los CPs son ortogonales. 
Con el objeto de realizar este análisis, inicialmente los espectros de RMN de 
1
H fueron 
pre-procesados usando el programa ProMetab.
130
 De esta manera los espectros son 
convertidos a un formato apropiado para su análisis multivariado usando el código escrito 
MATLAB (Versión 7). 
El pre-procesamiento de los datos consistió en: 
 Segmentación de los espectros en 1.958 porciones (bins) de 0,005 ppm (2,5 
Hz) entre los desplazamientos de 0,20 ppm y 9,99 ppm.  
 Remoción de las señales correspondientes al solvente (40 bins comprendidos 
entre 7,25 ppm y 7,27 ppm). 
  Normalización de las áreas espectrales de los 1.958 bins restantes respecto al 
área espectral total (AET). 
 Transformación logarítmica con el objeto de que las variables (bins) más 
pequeñas aumenten en interés respecto a las variables de mayor tamaño. 
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El resultado final del pre-procesamiento es una matriz de 64 × 1.958 (número de 
espectros × número de bins por espectro) a partir de la cual se realiza el análisis estadístico 
multivariado procesando los datos obtenidos a través de TOMCAT ( Toolbox for multivariate 
calibration technique).
131
 De esta manera se obtienen los descriptores (CPs), los cuales 
acumulan la varianza total de la población. Los gráficos de dispersión y loadings se realizaron 
utilizando las funciones graficas de MATLAB (Versión 7). 
Para el análisis multivariado los espectros de RMN
1
H fueron pre-procesados usando el 
programa ProMetab.
130
 Cada espectro fue segmentado en bins, se removieron las señales 
correspondientes al cloroformo, se normalizaron las áreas y transformaron logarítmicamente. 
El ACP de los datos pre-procesados se realizó utilizando el código de lectura MATLAB 6.5 
(Release 1.3), TOMCAT.
131
 
5.12.2 Comparación de las composiciones químicas de aceites esenciales nativos y 
modificados con bromo por CG-EM 
Condiciones cromatográficas 
Los cromatogramas de los aceites esenciales modificados y extractos testigos fueron 
obtenidos a partir de soluciones de 5 mg/mL en acetato de etilo. Las condiciones 
cromatográficas y de adquisición de espectros fueron las siguientes: 
 Volumen de inyección: 1 L- Split: 1:10.  
 Inyector: 250 ºC.  
 Temperatura de la columna: El programa de temperatura comienza a 60 ºC se 
aumenta la temperatura hasta 280 ºC con una velocidad de 3 ºC/minuto y 
finalmente se aumenta la temperatura hasta 310 °C con una velocidad de 
15°C/minuto.  
 Tiempo total de corrida 75,33 minutos,  
 Flujo He 1 mL/minuto 
Detector: se analizaron todo los iones (full SCAN) con masas entre 50-500 UMA. 
Conteo de picos 
Para la obtención del número de picos de cada cromatograma, debido a la resolución 
cromatográfica, se realizó directamente la integración de los picos ultilizando el método 
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integrador “agile” del programa MassHunter Workstation Software Cualitative Analysis V. 
B.06.00 (Agilent Technologies, Inc 2012). Se consideraron en análisis posteriores solamente 
aquellos picos con un área de integración mayor al 0,1 % del pico de mayor área del 
cromatograma.  
Análisis estadístico descriptivo 
Los resultados obtenidos en la etapa anterior se resumen en la Tabla 26a para AEs y 
AEBs por reacción de bromación en solución. Al igual que en la Sección 5.8.2, se calcularon 
los porcentajes que desaparecen (Ecuación 2), aparecen (Ecuación 3) y Bromados (Ecuación 
5), son resumidos en la Tabla 26b. 
Ecuación 5 
𝐵𝑟𝑜𝑚𝑎𝑑𝑜𝑠(%) =
𝐴𝐸𝐵 − 𝐵𝑟𝑜𝑚𝑎𝑑𝑜𝑠
𝐴𝐸𝐵
× 100 
Tabla 26. Datos resultantes del análisis de picos cromatográficos. (a) Número de picos detectados en aceites 
esenciales naturales y modificados con bromo en solución; picos alineados y picos conteniendo compuestos con 
perfil de susutitución isotópica de bromo. (b) Porcentaje de picos que desaparecen, aparecen y bromados luego 
de la reacción. 
Especie vegetal de 
Partida 
Número de picos
a Porcentaje de picosb 
AE 
No 
alterados 
AEB Bromados 
Desaparecen en 
AE 
Aparecen en 
AEB 
Bromados 
A. absinthium 54 4 110 90 92,59 96,36 84,91 
A. alba 86 2 100 85 97,67 98,00 86,73 
A.  Dracunculus  26 2 45 39 92,31 95,56 90,70 
A. sativum  35 15 82 56 57,14 81,71 83,58 
C. aurantium  27 2 87 70 92,59 97,70 82,35 
C. bergamia  30 5 137 95 83,33 96,35 71,97 
C. aurantifolia  31 6 75 44 80,65 92,00 63,77 
C. cassia 31 6 75 44 80,65 92,00 63,77 
Cedrus sp 76 7 98 73 90,79 92,86 80,22 
C. limonum  25 5 122 79 80,00 95,90 67,52 
C. martinii  28 2 115 82 92,86 98,26 72,57 
C.odorata 88 8 154 130 90,91 94,81 89,04 
C. sativum 18 2 104 89 88,89 98,08 87,25 
C. sempervirens 81 5 123 105 93,83 95,93 88,98 
C. verum 37 5 62 52 86,49 91,94 91,23 
C. Citratus 62 1 76 59 98,39 98,68 78,67 
E. globulus 16 8 128 103 50,00 93,75 85,83 
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Especie vegetal de 
Partida 
Número de picos
a Porcentaje de picosb 
AE 
No 
alterados 
AEB Bromados 
Desaparecen en 
AE 
Aparecen en 
AEB 
Bromados 
F. vulgare 23 10 176 150 56,52 94,32 90,36 
J. communis 52 8 126 98 84,62 93,65 83,05 
J. virginiana 86 10 143 101 88,37 93,01 75,94 
L. angustifolia 64 3 76 63 95,31 96,05 86,30 
L. cubeba 33 0 53 37 100,00 100,00 69,81 
M. arvensis 66 4 122 85 93,94 96,72 72,03 
M. fragrans  51 6 156 131 88,24 96,15 87,33 
M.viridiflora  47 10 138 104 78,72 92,75 81,25 
O. basilicum  26 1 76 67 96,15 98,68 89,33 
O. vulgare  20 2 50 39 90,00 96,00 81,25 
P. cablin 56 3 77 61 94,64 96,10 82,43 
P. racemosa 62 7 74 51 88,71 90,54 76,12 
P. sylvestris 32 11 127 92 65,63 91,34 79,31 
S. officinalis  79 6 133 107 92,41 95,49 84,25 
V. zizanioides  57 1 59 45 98,25 98,31 77,59 
 
Además se realizó el cálculo de los parámetros estadísticos correspondientes a la estadística 
descriptiva para cada conjunto de datos,  utilizando el programa GraphPad Prism v 5.01 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Los mismos se resumen en la Tabla 27 
para reacción de bromación con bromo en solución. 
Tabla 27. Parámetros estadísticos obtenidos del cálculo de los porcentajes promedio de picos que desaparecen 
en los aceites esenciales (AEs) y aparecen en los aceites esenciales bromados (AEBs) para la reacción con bromo 
en solución y de estos cuales presentan patrón isotópico característico de compuesto bromado. 
Parámetros 
estadísticos 
Desaparecen 
en ET (%) 
Aparecen en 
EMB (%) 
Bromados 
(%) 
Número de valores 
(n) 32 32 32 
    Mínimo 50,00 81,71 63,77 
Percentil 25% 81,32 92,90 76,18 
Mediana 90,40 95,92 82,39 
Percentil 75% 93,91 97,46 87,12 
Máximo 100,0 100,0 91,23 
    Media 86,19 94,96 81,19 
Desviación estándar 12,61 3,454 7,219 
Error estándar 2,229 0,6105 1,276 
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Parámetros 
estadísticos 
Desaparecen 
en ET (%) 
Aparecen en 
EMB (%) 
Bromados 
(%) 
    Intervalo de 
confianza 
(81,65; 
90,74) 
(93,71;96,20) (78,59;83,79) 
 
 
Análisis estadístico multivariado mediante ACP 
Tranformación de datos a formato tabular 
Los datos en bruto cromatogramas obtenidos por CG-EM (sin pre-tratamiento) 
contenidos en los mismos se transformaron a un formato tabular (información bidimensional). 
Para esta transformación se utilizó una técnica llamada bucketing. Para este análisis se utilizó 
el programa ProfileAnalysis v 2.00 (Bruker Daltonik GmbH), al igual que para extractos 
modificados. 
Parámetros para generación de buckets y modelo de ACP: 
Rango de tR (minutos): 2-65 
Rango de masas (m/z): 50-500 
Bucketing rectangular: ΔtR (minutos): 0,1; Δ m/z: 10  
Normalización: Respecto al bucket de mayor intensidad del conjunto de datos. 
El resultado final fue una matriz de 30 × 920 (número de cromatogramas × número de 
buckets por cromatograma) a partir de la cual se realizó el ACP. 
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5.13 Aislamiento bioguiado del aceite esencial modificado con bromo de 
Foeniculum vulgare L 
Fraccionamiento por cromatografía en columna: 
Se sometieron 1,063 g de aceite esencial de F. vulgare modificado con bromo en 
solución a CC sobre silica gel eluyendo con gradiente de Hexano: AcOEt, desde hexano hasta 
Hexano:AcOEt (90:10). El gradiente se llevó a cabo aumentando en 1 % la proporción de 
AcOEt en la mezcla de FM en cada volumen de elución, se obtuvieron 14 fracciones (F1-
F14). Cada una de las fracciones fueron evaporadas a 30°C a presión reducida, resuspendidas 
en DCM (10 mg/mL) y sembradas (10 µg) en un placa cromatográfica de sílica gel; la cuál se 
eluyó en un sistema de solvente Hexano:AcOEt (90:10). Posteriormente se le realizó el 
revelado autográfico enzimático para detección de inhibidores de tirosinasa (Sección 5.18.3), 
donde se observó que la fracción F8 contenía el compuesto activo. 
La muestra F8 resultó ser un sólido amorfo blanco amarillento, el cuál fue identificado 
como 2-Bromo-1-(4-metoxifenil) propan-1-ona (compuesto 1), C10H11BrO2; PM= 243,10.  
El compuesto 1 se solubilizó en CDCl3 y se analizó por RMN, EMAR (infusión 
directa) y CG-EM (Condiciones en sección 5.12.2) obteniéndose la siguiente información: 
1H RMN δH (CDCl3; 300 MHz) 8,01 (d, J= 8 Hz, 2H, Ar-H); 6,95 (d, J= 8 Hz, 2H, Ar-H); 
5,26 (q, J= 7 HZ, 1H, CHBr); 3,88 (s, 3H, Ar-OCH3); 1,88 (d, J =7 Hz, 3H, CH3). 
13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 192,0 (C=O); 164,0(Ar cuat.); 131,3 (Ar-H); 126,1(Ar cuat.); 
114,0 (Ar-H); 55,6 (Ar-OCH3); 41,5 (CHBr); 20,2 (CH3). 
GC-EM: tR= 34,3 minutos; [M
+.
] (porcentajes relativos al patrón isotópico de bromo) m/z = 
242,0 (100,0 %), 244,00 (97,3 %), 243,00 (11,0 %), 245,00 (10,8 %); fragmentación 
(porcentajes relativos a la abundancia total de fragmentos) pico base m/z = 135,0; fragmentos 
abundantes m/z= 164,10 (1,18 %), 162,10 (0,95 %), 107,10 (10,63 %), 92,0 (9,52 %), 77,10 
(12,21 %), 64,0 (4,23 %).  
EMAR (infusión directa): iones positivos; [M+H] requerido m/z 243,0015, [M+H] encontrado 
m/z 243,0013 (error 0,8 ppm); [M+Na] requerido m/z 264,9835, [M+Na] encontrado m/z 
264,9830 (error 1,6 ppm). 
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Síntesis de compuesto 1 a partir de anetol 
Se disolvió (E)-1-metoxi-4-(prop-1-en-1-il) benceno (600 mg, 4 mmol) en 30 mL de AcOEt, 
mantenidos a -78°C en una mezcla AcOEt y N2 líquido, se le incorporó el Br2 líquido por 
goteo (230 µL, 4,45 mmol, 1,1 equiv; reactivo en exceso). Luego, se mantuvo la reacción en 
agitación a 0 °C durante dos horas. Transcurrido este tiempo se finalizó la reacción por 
agregado de 60 mL de una solución de tiosulfato de sodio 10 % P/V. Se procedió a la 
separación de las fases acuosa y orgánica. La fase acuosa fue extraída 3 veces con 30 mL de 
AcOEt. Los 90 mL producto de la extracción anterior se incorporaron a la primera fase 
orgánica obtenida y la fase orgánica resultante se secó con sulfato de sodio anhidro, se filtró 
por gravedad y el solvente se evaporó a 30°C a presión reducida. El crudo de reacción 
obtenido (1,09 g) fue fraccionado por CC sobre silica gel eluyendo con gradiente de hexano: 
AcOEt, desde hexano hasta hexano:AcOEt (90:10). El gradiente se llevó a cabo aumentando 
en 1% la proporción de AcOEt en cada volumen de elución. Se obtuvieron 37 mg del 
compuesto 1 (3,9 % de rendimiento). 
Síntesis del compuesto 1 a partir de 1-(4-metoxifenil) propan-1-ona 
A una solución de 1-(4-metoxifenil) propan-1-ona (540 mg, 3,16 mmol) en AcOEt (30 mL), 
mantenida en agitación a -78°C, se le agregó Br2 (185 µL, 3,60 mmol, 1,1 equiv.; reactivo en 
exceso) por goteo y posteriormente se mantuvo la agitación a 0 °C durante dos horas. 
Transcurrido este tiempo se finalizó la reacción por agregado de 60 mL de una solución de 
tiosulfato de sodio 10 % P/V. Se procedió a la separación de las fases acuosa y orgánica. La 
fase acuosa fue extraída 3 veces con 30 mL de AcOEt. Los 90 mL producto de la extracción 
anterior se incorporaron a la primera fase obtenida, se secó la fase orgánica con sulfato de 
sodio anhidro, se filtró por gravedad y el solvente se evaporó a 30°C a presión reducida. El 
crudo de reacción (858 mg ) fue fraccionado por CC sobre sílica gel eluyendo con gradiente 
de hexano: AcOEt, desde hexano hasta hexano:AcOEt (90:10). El gradiente se llevó a cabo 
aumentando en 1 % la proporción de AcOEt en cada volumen de elución. Se obtuvieron 
384 mg del compuesto 1 (48 % de rendimiento).  
5.13.1 Análisis mediante BIOMSID 
Preparación de la muestra. 
Se sembraron en 3 placas de CCD, 5 μL of AEB of F. Vulgare de 40 mg/mL, las cuales 
fueron eluídas en tres fases móviles distintas: DCM (100), hexano:AcOEt (80:20) y tolueno:  
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AcOEt (93:7). A cada una de estas placas se les realizó el ensayo para detección de 
inhibidores de XO (Sección 5.18.6)  y muestras del agar del halo de inhibición y del fondo 
coloreado fueron extraídas utilizando como cortante un tubo de vidrio de de 0,5 cm de 
diámetro. Cada porción de gel fue extraída con DCM (3 x 1 mL) y las soluciones resultantes 
fueron a 30°C a presión reducida. Las soluciones provenientes de cada muestra fueron 
resuspendidas en metanol y se inyectaron de forma directa en la cámara de ionización por 
electrospray a una velocidad de 180 μL min-1 durante 1 minuto para el análisis por EMAR. 
Los espectros fueron pre- procesados, corrigiendo la línea de base y exportados en formato 
ASCII utilizando el programa Data Analysis Version 4.0 SP1 (Bruker Daltonik GmbH). Las 
listas de masas, fueron generadas utilizando el algoritmo Peak finder Apex de Data Analysis 
Version 4.0 SP1, constituidas por los valores de m/z y su respectivos valores de intensidad. 
Los parámetros utilizados fueron: peak width (FWHM) = 0,04, S/N threshold = 6,5, Relative 
intensity threshold (Base peak) = 0, Absolute intensity threshold = 0. 
Parámetros utilizados para BIOMSID:  
En todos los procesos de comparación de espectros espectros, el parámetro “tolerancia” fue 
establecido en 0,0005 de m/z. Este valor permite la validación de fórmulas moleculares por 
EMAR con un error que es inferior al usualmente aceptado por moléculas con peso molecular 
de 300 o mayor (error=1,66 ppm). El algoritmo BIOMSID fue corrido en MATLAB 
environment (R2013a 8.1.0.604). Los espectros fueron filtrados a una intensidad umbral de 
1000 con el objetivo de eliminar pequeñas señales de ruido. Entonces, los espectros 
correspondientes al fondo coloreado fueron sustraídos de los espectros correspondientes a los 
halos de inhibición de cada muestra. De esta forma, se filtran señales que no están 
relacionadas con la actividad inhibitoria (Buffer fosfato, xantina, NBT, TEMED). Finalmente, 
todos los espectros sustraídos son comparados para buscar la señal común a las 3 CCDs 
relacionada con el inhibidor. 
5.14 Aislamiento bioguiado del aceite esencial modificado con bromo de 
Artemisia dracunculus L. 
Fraccionamiento por cromatografía en columna: 
Se sometieron 1,337 g de aceite esencial bromado en solución a CC sobre silica gel 
eluyendo con gradiente de Hexano: AcOEt, desde hexano hasta hexano:AcOEt (90:10). El 
gradiente se llevó a cabo aumentando en 0,5 % la proporción de AcOEt en la mezcla de FM 
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en cada volumen de elución, se obtuvieron 10 fracciones (F1-F10). Cada una de las fracciones 
fueron evaporadas a 30°C a presión reducida, resuspendidas en DCM (10 mg/mL) y 
sembradas (10 µg) en un placa cromatográfica de sílica gel; la cuál se eluyó en un sistema de 
solvente hexano:AcOEt 90:10. Posteriormente se le realizó el revelado autográfico enzimático 
para detección de inhibidores de acetilcolinesterasa (Sección 5.18.4), resultando activas las 
fracciones F3 (215 mg), F4 (101 mg) y F5 (151,2 mg). En la fracción F3 se observó el halo de 
inhibición de mayor Rf (Rf=0,52), en la fracción F4 no se logró resolución cromatográfica por 
lo que aparecieron los dos halos de inhibición y en la fracción F5 se observó el halo de 
inhibición de menor Rf (Rf =0,43).  
La fracción F3 resultó ser un aceite incoloro, el cuál fue identificado como 1-(2,3-
dibromopropil)-4-metoxibenzeno (compuesto 2), C10H12Br2O; PM= 308,01.  
El compuesto 2 se solubilizó en CDCl3 y se analizó por RMN y GC-MS (Condiciones 
en Sección 5.12.2) obteniéndose la siguiente información: 
1H RMN δH (CDCl3, 300 MHz) 7,21 (d, J= 8,7 Hz, 2H, Ar-H); 6,87 (d, J= 8,7 Hz, 2H, Ar-H); 
4,32 (m, sistema ABX, 1H, CHBr); 3,81 (s, 3H, Ar-OCH3); 3,81 (dd, 
2
J= 10,4 Hz,
3
J= 4,2 Hz, 
sistema ABX, 1H, CH2Br); 3,61 (dd, 
2
J= 10,4 HZ,
3
J= 8,9 Hz, sistema ABX, 1H, CH2Br); 
3,41 (dd, 
2
J= 14,6 HZ,
3
J= 4,9 Hz, sistema ABX, 1H, Ar-CH2); 3,10 (dd, 
2
J= 14,6 HZ,
3
J= 7,5 
Hz, sistema ABX, 1H, Ar-CH2).  
13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 158,8 (Ar cuat.); 130,6 (Ar-H); 128,7 (Ar cuat.); 113,9 (Ar-
H); 55,2 (Ar-OCH3); 52,9 (CHBr); 41,0 (Ar-CH2); 35,9 (CH2Br). 
GC-EM: tR= 39,4 minutos; [M
+.
] (porcentajes relativos al patrón isotópico de bromo) m/z= 
307,90 (100,0 %), 305,90 (51,4 %), 309,90 (48,6 %), 308,90 (11,0 %), 307,00 (5,6 %), 310,90 
(5,3 %); fragmentación (porcentajes relativos a la abundancia total de fragmentos) pico base 
m/z = 134,10 (100 %); fragmentos abundantes m/z= 229,00 (9,61%), 227,00 (9,64 %), 215,00 
(91,57 %), 213,00 (93,37 %), 147,10 (7,67 %), 121,10 (16,76 %), 103,10 (4,52 %), 91,10 
(9,02 %), 77,10 (5,66 %), 65,10 (3,54 %).  
La fracción F5 también resultó ser un aceite incoloro, el cuál fue identificado como 1-
(1,3-dibromopropan-2-il)-4-metoxibenzeno (compuesto 3), C10H12Br2O; PM= 308,01.  
El compuesto 3 se solubilizó en CDCl3 y se analizó por RMN y GC-MS obteniéndose 
la siguiente información 
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1H RMN δH (CDCl3,300 MHz) 7,15 (d, J= 8,8 Hz, 2H, Ar-H); 6,89 (d, J= 8,8 Hz, 2H, Ar-H); 
3,80 (s, 3H, Ar-OCH3); 3,72 (m, 4H, 2 CH2Br); 3,33 (q, 1H, CH).
 
 13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 159,2 (Ar cuat.); 131,6 (Ar-H); 128,6 (Ar cuat.); 114,1 (Ar-
H); 55,2 (Ar-OCH3); 48,2 (Ar-CH); 35,8 (CH2Br). 
GCEM: tR= 38,2 minutos; [M
+.
] (porcentajes relativos al patrón de isotópico de bromo) m/z= 
307,90 (100,0 %), 305,90 (51,4 %), 309,90 (48,6 %), 308,90 (11,0 %), 307,00 (5,6 %), 310,90 
(5,3 %); fragmentación (porcentajes relativos a la abundancia del pico base) pico base m/z = 
121,10 (100 %); fragmentos abundantes m/z= 229,00 (3,40 %), 227,00 (3,41 %), 147,10 (5,62 
%), 103,10 (2,40 %), 91,10 (3,95 %), 77,00 (4,44 %). 
5.15 Generación de aceites esenciales modificados con flúor 
Protocolo general: A una solución de aceite esencial (125 mg) en acetonitrilo (10 mL), 
se le añadió Selectfluor® (325 mg) y la mezcla resultante se agitó y a reflujo durante 16 h. 
Luego de este período de tiempo, el disolvente se evaporó a 30 °C a presión reducida. La 
mezcla de reacción se resuspendió en una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio y 
se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 mL). Las fases de acetato de etilo reunidas se secaron 
(Na2SO4 anhidro) y se filtraron por gravedad y el solvente se evaporó a 30°C a presión 
reducida. 
5.16 Análisis de cambios en la composición química de aceites esenciales 
modificados con flúor 
5.16.1 Comparación de las composiciones químicas de aceites esenciales naturales y 
modificados por RMN de 
1
H 
Los espectros de aceites esenciales modificados y testigos fueron obtenidos a partir de 
soluciones de 40 mg/mL en CDCl3 y con las siguientes consideraciones: tamaño fid 23.998; 
número de scans 64, ancho espectral 9,9956 ppm y tiempo de adquisición 3,99 segundos. 
Los espectros de aceites esenciales modificados y testigos se compararon utilizando ACP, el 
mismo es un método no supervisado de análisis y sirve para reducir la dimensionalidad de 
datos. La utilización de este método permite maximizar la extracción de información a partir 
de la generación de nuevas variables denominadas CPs. Estos son creados por combinaciones 
lineales de las variables de partida, de manera tal que todos los CPs son ortogonales. 
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Con el objeto de realizar este análisis, inicialmente los espectros de RMN de 
1
H fueron 
pre-procesados usando el programa ProMetab.
130
 De esta manera los espectros son 
convertidos a un formato apropiado para su análisis multivariado usando el código escrito 
MATLAB (Versión 7). 
El pre-procesamiento de los datos consistió en: 
 Segmentación de los espectros en 1.958 porciones (bins) de 0,005 ppm (2,5 
Hz) entre los desplazamientos de 0,20 ppm y 10 ppm.  
 Remoción de las señales correspondientes al solvente (40 bins comprendidos 
entre 7,25 ppm y 7,27 ppm). 
  Normalización de las áreas espectrales de los 1.958 bins restantes respecto al 
área espectral total (AET). 
 Transformación logarítmica con el objeto de que las variables (bins) más 
pequeñas aumenten en interés respecto a las variables de mayor tamaño. 
El resultado final del pre-procesamiento es una matriz de 24 × 1.958 (número de 
espectros × número de bins por espectro) a partir de la cual se realiza el análisis estadístico 
multivariado procesando los datos obtenidos a través de TOMCAT ( Toolbox for multivariate 
calibration technique).
131
 De esta manera se obtienen los descriptores (CPs), los cuales 
acumulan la varianza total de la población. Los gráficos de dispersión y loadings se realizaron 
utilizando las funciones gráficas de MATLAB (Versión 7). 
Para el análisis multivariado los espectros de RMN
1
H fueron pre-procesados usando el 
programa ProMetab.
130
 Cada espectro fue segmentado en bins, se removieron las señales 
correspondientes al cloroformo, se normalizaron las áreas y transformaron logarítmicamente. 
El ACP de los datos pre-procesados se realizó utilizando el código de lectura MATLAB 
(Versión 7), TOMCAT.
131
 
5.16.2 Comparación de las composiciones químicas de aceites esenciales naturales y 
modificados con flúor por CG-EM 
Condiciones cromatográficas 
Los cromatogramas de los aceites esenciales modificados y de los aceites esenciales de 
partida fueron obtenidos a partir de soluciones de 5 mg/mL en acetato de etilo. Las 
condiciones cromatográficas y de adquisición de espectros fueron las siguientes: 
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 Volumen de inyección: 1 L- Split: 1:10.  
 Inyector: 250 ºC.  
 Temperatura de la columna: El programa de temperatura comienza a 60 ºC se 
aumenta la temperatura hasta 280 ºC con una velocidad de 3 ºC/minuto y 
finalmente se aumenta la temperatura hasta 310 °C con una velocidad de 15 
°C/minuto.  
 Tiempo total de corrida 75,33 minutos,  
 Flujo He 1 mL/minuto 
Detector: se analizaron todo los iones (full SCAN) con masas entre 50-500 UMA. 
Conteo de picos 
Para la obtención del número de picos de cada cromatograma, debido a la resolución 
cromatográfica, se realizó directamente la integración de los picos ultilizando el método 
integrador “agile” del programa MassHunter Workstation Software Cualitative Analysis V. 
B.06.00 (Agilent Technologies, Inc 2012). Se consideraron en análisis posteriores solamente 
aquellos picos con un área de integración mayor al 0,1 % del pico de mayor área del 
cromatograma.  
Análisis estadístico descriptivo 
Los resultados obtenidos en la etapa anterior se resumen en la Tabla 28a para AEs y 
AEFs por reacción de bromación en solución. Al igual que en la Sección 5.12.2, se calcularon 
los porcentajes que desaparecen (Ecuación 2), aparecen (Ecuación 3), son resumidos en la 
Tabla 28b. 
Tabla 28. Datos resultantes del análisis de picos cromatográficos. (a) Número de picos detectados en aceites 
esenciales nativos y modificados con SelectFluor; picos no alterados (b) Porcentaje de picos que desaparecen y 
aparecen luego de la reacción. 
Especie vegetal de partida 
Número de picos Porcentaje de picos 
AE No alterados AEF Desaparecen en AE Aparecen en AEF 
A. dracunculus  16 1 132 93,75 99,24 
C. bergamia 30 1 164 96,67 99,39 
C. limonum  25 1 177 96,00 99,44 
C. sativum 18 2 111 88,89 98,20 
C. sempervirens 81 4 196 95,06 97,96 
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Especie vegetal de partida 
Número de picos Porcentaje de picos 
AE No alterados AEF Desaparecen en AE Aparecen en AEF 
C. verum 37 10 83 72,97 87,95 
E. globulus 16 1 182 93,75 99,45 
F. vulgare 16 6 151 62,50 96,03 
L. angustifolia 64 10 132 84,38 92,42 
M. arvensis 66 7 184 89,39 96,20 
M. fragrans 51 4 208 92,16 98,08 
O. basilicum  26 4 138 84,62 97,10 
 
Además se realizó el cálculo de los parámetros estadísticos correspondientes a la estadística 
descriptiva para cada conjunto de datos,  utilizando el programa GraphPad Prism v 5.01 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Los mismos se resumen en la Tabla 29 
para reacción de fluoración con SelectFluor. 
 
Tabla 29. Parámetros estadísticos obtenidos del cálculo de los porcentajes promedio de picos que desaparecen 
en los aceites esenciales (AEs) y aparecen en los aceites esenciales fluorados (AEFs) debido a la reacción de 
fluoración. 
Parámetros 
estadísticos 
Desaparecen en AEs (%) Aparecen en AEFs (%) 
Número de valores 
(n) 12 12 
      
Mínimo 62,5 87,95 
Percentil 25% 84,44 96,07 
Mediana 90,78 98,02 
Percentil 75% 94,73 99,35 
Máximo 96,67 99,45 
      
Media 87,51 96,79 
Desviación estándar 10,33 3,44 
Error estándar 2,981 0,993 
      
Intervalo de 
confianza (80,95;94,07) (94,60; 98,97) 
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Análisis estadístico multivariado mediante ACP 
Tranformación de datos a formato tabular 
Los datos en bruto cromatogramas obtenidos por CG-EM (sin pre-tratamiento) 
contenidos en los mismos se transformaron a un formato tabular (información bidimensional). 
Para esta transformación se utilizó una técnica llamada bucketing. Para este análisis se utilizó 
el programa ProfileAnalysis v 2.00 (Bruker Daltonik GmbH), al igual que para extractos 
modificados. 
Parámetros para generación de buckets y modelo de ACP: 
Rango de tR (minutos): 2-65 
Rango de masas (m/z): 50-500 
Bucketing rectangular: ΔtR (minutos): 0,1;  Δ m/z: 10  
Normalización: Respecto al bucket de mayor intensidad del conjunto de datos. 
El resultado final fue una matriz de 30 × 920 (número de cromatogramas × número de 
buckets por cromatograma) a partir de la cual se realizó el ACP. 
 
5.17 Aislamiento bioguiado de compuestos activos presentes en los aceites 
esenciales fluorados de Artemisia dranculus L. y Ocimum basilicum L 
Síntesis de compuestos activos a partir de 1-alil-4-metoxibenceno 
A una solución de 1-alil-4-metoxibenceno (1 g) en acetonitrilo (80 mL), se le añadió 
Selectfluor® (2,6 g) y la mezcla resultante se agitó a reflujo durante 16 h. Luego de este 
período de tiempo, el disolvente se evaporó a 30°C a presión reducida. La mezcla de reacción 
se resuspendió en una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio y se extrajo con 
acetato de etilo (3 x 80 mL). Las fases de acetato de etilo reunidas se secaron con Na2SO4 
anhidro y se filtraron por gravedad, y el solvente se evaporó a 30°C a presión reducida. Se 
obtuvieron 1,112 g de crudo de reacción que se sometieron a cromatografía en columna sobre 
silica gel eluyendo con gradiente de hexano: AcOEt, desde hexano hasta hexano:AcOEt 
(90:10). El gradiente se llevó a cabo aumentando en 0,5 % la proporción de AcOEt en la 
mezcla en cada volumen de elución y se obtuvieron 10 fracciones (F1-F10). Cada una de las 
fracciones fueron evaporadas a 30 °C a presión reducida, resuspendidas en DCM (10 mg/mL) 
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y sembradas (10 µg) en un placa cromatográfica de sílica gel; la cuál se eluyó en un sistema 
de solvente Hexano:AcOEt (90:10). Posteriormente se le realizó el revelado autográfico 
enzimático para detección de inhibidores de tirosinasa (Sección 5.18.3), resultando activas las 
fracciones F2 (220 mg), F3 (115 mg)  y F5 (16 mg). 
La muestra F2 (líquido incoloro) resultó ser un el compuesto 1-alil-2-fluoro-4-metoxibenceno 
(compuesto 4), C10H11OF; PM= 166,19. Se obtuvieron 220 mg (19,62 % de rendimiento).  
1H RMN δH (CDCl3; 300 MHz) 6,86 (m, 2H, H3 y H6); 6,76 (m, 1H, H5); 5,96 (m, 1H, 
=CH); 5,07 (m, 2H, =CH2); δ = 3,80 (s, 3H, -OCH3); δ = 3,36 (d, J=6,6 Hz, 2H, -CH2).  
13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 157,0 (d, J=237,8 Hz, C2), 153,4 (d, J=27,9 Hz, C4); 136,1 
(=CH); 130,4 (d, J=7,1 Hz, C1); 116,5 (d, J=23,2 Hz, C6); 116,1 (=CH2); 112,8 (d, J=22,7 
Hz, C3); 111,1 (d, J=8,3 Hz, C5); 55,9 (-OCH3); 34,0 (-CH2). 
19
F NMR (282 MHz, CDCl3): δF = -124,30 (m, 1F) 
GC-EM: tR= 15,8 minutos; [M
+.
] m/z = 166,1; fragmentación: pico base m/z = 166,1 (100%); 
fragmentos abundantes m/z= 151,10 (38,00 %), 139,1 (27,00 %), 135,1 (47,00 %), 
103,1 (20,00%), 96,0 (6,81%), 77,00 (11,21%). 
EMAR (infusión directa): ión positivo; [M+Na] requerido m/z 189,0686, [M+Na] encontrado 
m/z 189,0686 (error 0,3 ppm). 
La muestra F3 (líquido incoloro) resultó ser 4-alil-2-fluoro-1-metoxibenceno (compuesto 5), 
C10H11OF; PM= 166,19. Se obtuvieron 115 mg (10,25 % de rendimiento). 
1H RMN δH (CDCl3; 300 MHz) 6,92 (m, 1H, H6); 6,88 (m, 2H, H3 y H5); 5,92 (m, 1H, 
=CH); 5,06 (m, 2H, =CH2); δ = 3,86 (s, 3H, -OCH3); δ = 3,31 (d, J=6,6 Hz, 2H, -CH2).  
13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 152,3 (d, J=245,3 Hz, C2), 145,8 (C1); 137,0 (=CH); 133,2 (d, 
J=3,4 Hz, C4);  123,9 (d, J=3,43 Hz, C5); 116,1 (=CH2); 116,5 (d, J=18,1 Hz, C3); 113,5 (d, 
J=3,4 Hz, C6); 56,4 (-OCH3); 39,2 (-CH2). 
19
F NMR (282 MHz, CDCl3): δF = -135,5 (m, 1F) 
GC-EM: tR= 15,7 minutos; [M
+.
]  m/z = 166,1; fragmentación: pico base m/z = 166,1 (100 %); 
fragmentos abundantes m/z= 152,10 (43,44 %), 139,1 (23,00 %), 135,1 (44,79 %), 
109,1 (21,96 %), 103,1 (21,55 %), 96,0 (6,81 %), 77,00 (13,91 %). 
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EMAR (infusión directa): ión positivo; [M+Na] requerido m/z 189,0686, [M+Na] encontrado 
m/z 189,0688 (error -1,2 ppm). 
La muestra F5 (líquido amarillento) fue identificada como 4-alil-4-fluorociclohexa-2,5-
dienona (compuesto 6), C9H9OF; PM= 152,17. Se obtuvieron 220 mg (1,56 % de 
rendimiento). 
1H RMN δH (CDCl3; 300 MHz) 6,88 (dd, J=10/6 Hz, 2H); 6,24 (d, J=10 Hz, 2H); 5,70 (m, 
1H); 5,18 (m, 2H); δ = 2,64 (dd, J=16/8 Hz, 2H).  
13
C RMN δC (75 MHz; CDCl3) 184,8 (d, J=5,48 Hz, C1); 145,5 (d, J=21,28 Hz, C3 y C5); 
129,6 (d, J=6,53 Hz, =CH); 129,5 (d, J=8,26 Hz, C2 y C6); 121,0 (=CH2); 88,3 (d, J=166 Hz, 
C4); δ = 43,3 (d, J=26 Hz, -CH2-).  
19
F NMR (282 MHz, CDCl3): δ = -150,90 (m, 1F) 
GC-EM: tR= 10,8 minutos; [M
+.
] m/z = 152,1; fragmentación: pico base m/z = 137,0 (100%); 
fragmentos abundantes m/z= 152,10 (47,44 %), 134,1 (49,51 %), 124,0 (15,80 %), 
112,0 (73,88 %), 105,1 (18,31 %), 83,0 (76,50 %). 
EMAR (infusión directa): ión positivo; [M+Na] requerido m/z 175,0530, [M+Na] encontrado 
m/z 175,0530 (error 0,2 ppm). 
5.18 Comparación de cambios en las propiedades biomoleculares de los 
extractos y aceites esenciales modificados 
Las muestras a analizar se sembraron sobre las placas de CCD de fase normal en 
siembras de 200 μg/0,4 cm. Una vez desarrolladas, las placas se dejaron secar bajo corriente 
de aire a temperatura ambiente para eliminar restos de solvente que pudieran afectar los 
ensayos biológicos. Los protocolos explicados a continuación para las bioautografías están 
ajustados a placas de 10 x 10 cm de superficie. 
5.18.1 Detección de compuestos antioxidantes captadores de DPPH 
Solución reveladora 
Solución de DPPH (0,4mg/mL): Se calculo 3 mL por placa de solución. 
Procedimiento general: La solución de DPPH se roció hasta saturación sobre las 
placas cromatográficas. Inmediatamente después del rociado las mismas se situaron bajo 
corriente de aire para eliminar el etanol y evitar la desorción de los compuestos del CCD por 
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eventuales gotas que quedaran sobre la superficie. La lectura del ensayo se realizo a los 30 
minutos. 
5.18.2 Detección de compuestos antioxidantes captadores de anión superóxido 
Soluciones de trabajo: 
Buffer fosfato (KHPO4/H2PO4) 50 mM; pH 8,00: Se disolvieron 34,84 g de K2HPO4 
en 800 mL de agua destilada, el pH de la solución se ajustó a 8,00 con HCl 0,1N y el volumen 
de la solución de llevo a 1000 mL con agua destilada. Se le realizó a la solución anterior un 
dilución 1:4 con agua destilada. La solución se almacenó a 2 °C. 
Solución de EDTA (10 mM): 380 mg de EDTA se disolvieron en 100 mL de buffer 
fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solución se almacenó a 2 °C. 
Solución de NBT (5,58 mg/ml): 558 mg de NBT se disolvieron en 100 mL de buffer 
fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solución se almacenó en la oscuridad y refrigerada a 2 °C. 
Solución de riboflavina (3,75 mg/mL): 375 mg de riboflavina se suspendieron en 100 
mL de agua destilada. La solución se almacenó en la oscuridad y refrigerada a 2 °C. 
Procedimiento general: 0,175 g de agar se disolvieron a 80 ºC en una mezcla 
compuesta por 14,3 mL de buffer fosfato (pH 8,00) 200 mM, 1,8 mL de solución de EDTA 
10 mM. La solución resultante se enfrió hasta 55 ºC. A esta temperatura se agregaron 750 μL 
de solución de NBT 5,58 mg/mL mezclando por inversión suave. Se dejó enfriar la solución 
hasta 50 ºC y 63 μL de suspensión de riboflavina 3,75 mg/mL y 35 μL de TEMED mezclando 
nuevamente por inversión suave. 
5.18.3 Actividad inhibitoria tirosinasa 
Soluciones de trabajo: 
Solución de enzima tirosinasa: Se suspendieron 10 mg de liofilizado de enzima 
(1,881 U/mg) en 10 mL de buffer fosfato 20 mM pH 6,8 y luego se llevó la solución a 10 mL 
con el mismo buffer (concentración final 1,881 U/mL).  
Solución de L- tirosina: Se disolvieron 10 mg de L-tirosina en un volumen final de 
10 mL de buffer fosfato 20 mM, pH 6,8 (Concentración final 2,5 mM). 
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Gel de agar: Se disolvieron 12 g de agar en un volumen final de 100 mL de buffer 
fosfato 20 mM de pH 6,8 (concentración final 1,2 % P/V). La solución se llevó hasta 80 °C y 
se dejó enfriar hasta 35°C. 
Procedimiento general: A 7,2 mL de una solución de agar de 1,2 % P/V a 35 °C, se le 
agregaron 186 µL de la solución de enzima (1881 U/mL) la mezcla se homogenizó 
cuidadosamente por inversión. Luego se le agregan 1,8 mL de la solución de sustrato (2,5 
mM). Esta solución se vertió sobre la placa cromatográfica y se llevó a 20 °C, temperatura a 
la que las placas son incubadas. Luego de transcurrido el tiempo de incubación (20 min) las 
placas fueron fotografiadas bajo luz visible. 
5.18.4 Actividad inhibitoria acetilcolinesterasa 
Soluciones de trabajo: 
Buffer fosfato Tris–HCl; 50mM; pH 8,00: 6,06 g de Tris-HCl se disolvieron en 800 
mL de agua destilada, se ajustó a pH 8,00 con HCl 0,1N y se llevó a volumen de 1000 mL 
con agua destilada. Se almacenó a -20 °C. 
Solución de acetato de naftilo (2,5 mg/mL): 7,5 mg de acetato de naftilo se disolvieron 
en 3mL de etanol. La solución se preparó antes de usar. 
Solución de AchE para inmovilización en gel 132 U/mL: 300 U de AChE se 
disolvieron en 10 mL de Tris-HCl (pH 8,00). La solución se almacenó a -20 °C. 
Solucion de Fast blue B (2,5 mg/mL): 30 mg de Fast blue B se disolvieron en 12 mL 
de agua destilada. La solución se preparó momentos antes de ser utilizada. 
Procedimiento general: La placa fue rociada sucesivamente con 5,0 mL de una 
mezcla 4:1 de solución de sal fast blue B (2,5 mg/mL en agua destilada) y solución de acetato 
de 1-naftilo (2,5 mg/mL en etanol).Posteriormente, se disolvieron 87,5 mg de agar a 80 ºC en 
8,2 mL de solución de buffer tris (0,05 M, pH=7,80). La solución resultante se dejó enfriar 
hasta 45ºC y a esa temperatura se agregaron 218,5 μL de solución de enzima (60 U/mL) y se 
mezcló por inversión suave. Dicha solución se distribuyó uniformemente sobre la placa 
cromatográfica seca de manera de cubrir toda la superficie. Una vez formado el gel, la placa 
cromatográfica fue incubada en una caja de Petri durante 20 minutos a 37ºC. 
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5.18.5 Actividad inhibitoria β-glucosidasa 
Soluciones de trabajo: 
Buffer acetato de sodio 100 mM; pH 5,00: Se disolvieron 15 g de acetato de sodio en 
800 mL de agua destilada, se ajustó a pH 5,00 con aproximadamente 2 mL de ácido acético 
glacial y se llevó a volumen con agua destilada. La solución se almacenó a 2°C. 
Solución de FeCl3.6H2O (5 % P/V): Se disolvieron 5 g de FeCl3.6H2O en 100 mL de 
buffer de acetato de sodio (pH 5,00) 100 mM. La solución se preparó siempre momentos 
antes de ser utilizada. 
Solución de esculina (0,2 mg/ml): Se sonicaron 160 mg de esculina hasta disolución 
en 80 mL de buffer de acetato de sodio (pH 5,00) 100 mM. La solución se preparó momentos 
antes de ser utilizada. 
Solución de β-glucosidasa (2,5 U/mL): Se disolvieron 25 U de β-glucosidasa en 10mL 
de buffer AcONa (pH 5,00) 100 mM. La solución se almacenó refrigerada a 2°C. 
Procedimiento general: Se disolvieron 52,5 mg de agar a 80ºC en 7,5 mL de solución 
de buffer acetato de sodio/ácido acético. La solución resultante se dejó enfriar hasta 45ºC y a 
esta temperatura se agregaron 0,9 mL de solución de cloruro férrico (0,5% P/V en buffer 
acetato de sodio/ácido acético 0,1 M) y 25 µL de solución de enzima (2,5 U/mL en buffer 
acetato de sodio/ácido acético 0,1 M) mezclando por inversión suave. La solución resultante 
se distribuyó uniformemente sobre toda la superficie de la placa cromatográfica. Una vez 
formado el gel, la placa cromatográfica se incubó durante 120 minutos a 37ºC y 
posteriormente se sumergió en una solución conteniendo esculina (0,2% P/V en buffer acetato 
0,1 M) a 37ºC durante 120 minutos. Los cambios en coloración fueron analizados 
visualmente. 
5.18.6 Actividad inhibitoria de xantina oxidasa 
Soluciones de trabajo: 
Buffer fosfato (KHPO4/H2PO4) 50 mM; pH 8,00: Se disolvieron 34,84 g de K2HPO4 
en 800 mL de agua destilada, el pH de la solución se ajustó a 8,00 con HCl 0,1 N y el 
volumen de la solución de llevo a 1000 mL con agua destilada. Se le realizó a la solución 
anterior un dilución 1:4 con agua destilada. La solución se almacenó a 2 °C. 
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Solución de EDTA (10 mM): Se disolvieron 380 mg de EDTA en 100 mL de buffer 
fosfato (pH 7,90) 50mM. La solución se almacenó a 2 °C. 
Solución de NBT (5,58 mg/ml): Se disolvieron 558mg de NBT en 100 mL de buffer 
fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solución se almacenó en la oscuridad y refrigerada a 2°C. 
Solución de xantina (1,5 mM): 22,8 mg de xantina se agregaron a 50mL de buffer 
fosfato (pH 8,00) 50 mM en ebullición. La mezcla se dejó en ebullición hasta disolución 
completa de la xantina y se diluyó con 50 mL de buffer fosfato (pH 7,90) 50 mM. La solución 
de xantina se preparó momentos antes de usarse. 
Solución de XO (5 U/mL): Se diluyeron 27,5 μL de XO 36,4 U/mL en 200 μL de 
buffer fosfato (pH 8,00) 200 mM. 
Procedimiento general: Se disolvieron 85,0 mg de agar a 80ºC en una mezcla de 
EDTA 10 mM (0,9 mL), buffer fosfato 200 mM (2,5 mL) y agua destilada (5,0 mL). La 
solución resultante se dejó enfriar hasta 55ºC y a esa temperatura se agregaron 0,4 mL de 
solución de NBT (5,58 mg/mL) y 17,5 µL de N,N,N’N’-Tetrametiletilendiamina. Cuando esta 
mezcla se alcanzó los 50ºC, se agregaron 22 µL de solución de enzima (36,4 U/mL) y se 
mezcló por inversión suave. Posteriormente dicha solución se distribuyó uniformemente sobre 
la placa cromatográfica seca de manera de cubrir toda la superficie de la misma. Una vez 
formado el gel, la placa cromatográfica se incubó en una caja de Petri conteniendo con 30 mL 
de solución de xantina durante 20 minutos a 28ºC 
5.18.7 Ensayo de inhibicion del sistema PhoP/PhoQ en Salmonella 
Este ensayo fue experimentalmente llevado a cabo por el Dr. Gastón Viarengo y la 
Dra. Eleonora García Véscovi, Instituto de Biología Molecular y Celular de Rosario (IBR). 
Solución reveladora: Se preparó un gel de agar (medio LB 0,6% agar) con agregado 
de 5-bromo-4-cloro-indoil-β-D-galactopiranósido conteniendo 60 x 106 UFC/ mL de la cepa 
de Salmonella enterica serovar Typhimurium. Esta cepa expresa una fusión transcripcional a 
lacZ del gen representativo activado por PhoP, pcgG (14028 pcgG::lacZ). 
Procedimiento general: La solución reveladora, se distribuyó homogéneamente sobre 
toda la superficie del cromatograma (8,0 cm x 10 cm) generando una capa de espesor 
uniforme. Una vez gelificada, las placas se incubaron en placas de Petri estériles a 37°C por 
18 hs. 
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La inhibición de la expresión del gen reportero de phoP se detectó como halos 
incoloros en un fondo celeste con una turbidez propia del crecimiento bacteriano. La 
inhibición del crecimiento bacteriano se detectó como un halo incoloro sobre un fondo celeste 
pero sin turbidez. 
5.19 Determinación de CI50 de compuestos aislados 
5.19.1 Determinación de CI50 de compuestos inhibidores de tirosinasa 
Los ensayos de inhibición de la enzima tirosinasa se realizaron en formato de 
microplaca de 96 pocillos de acuerdo con el método descrito por Atta-ur-Rahman.
139
 Los 
compuestos se disolvieron en DMSO a una concentración de 3,7 % V/V. Se preincubaron 30 
unidades de enzima tirosinasa (45 µL) con los compuestos a ensayar (10 µL) en 125 µL de 
buffer de fosfato (100 mM, pH 6,8) durante 10 min a 25 °C. A continuación, 90 µL de 
solución de L-tirosina (2,7 mM) se añadieron a la mezcla de reacción y la reacción enzimática 
se monitoreó midiendo el cambio en la absorbancia a 475 nm (a 37 °C) durante 20 minutos 
debido a la formación del dopacromo. Los ensayos se repitieron dentro del rango de 
concentraciones desde 833,33 hasta 0,41 µM del potencial compuesto inhibidor a evaluar. 
También se realizaron ensayos con doce diluciones al medio en serie preparadas por dilución 
de solución (45 mM) del inhibidor de referencia ácido kójico. Posteriormente, el ajuste de 
curvas para calcular la concentración inhibitoria media (CI50) se realizó utilizando GraphPad 
Prism V 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). Todos los estudios fueron 
llevados a cabo al menos por triplicado y los resultados representan la media ± SEM (error 
estándar de la media). En experimentos que requieren DMSO para disolver el inhibidor se 
realizaron ensayos de control empleando la mezcla de ensayo con la misma cantidad de 
DMSO sin inhibidor. 
5.19.2 Determinación de CI50 de compuestos inhibidores de xantina oxidasa 
Los ensayos de inhibición de la enzima xantina oxidasa se realizaron en formato de 
microplaca de 96 pocillos bajo condiciones aeróbicas.
150
 Los compuestos se disolvieron en 
DMSO a una concentración de 3,7 % V/V. Se preincubaron con 38 µL de solución de enzima 
xantina oxidasa (concentración final de 0,01 U/ml) y 214 µL de buffer de fosfato (200 mM, 
pH 7,5) con los compuestos a ensayar (10 µL) durante 10 min a 25 °C. La reacción fue 
inciada por la adición de 18 µL del sustrato xantina (concentración final de 0,1 mM), la 
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reacción enzimática se monitoreó midiendo el cambio en la absorbancia a 295 nm (a 30 °C) 
indicando la formación de ácido úrico. El volumen final del ensayo fue 270 µL. Los ensayos 
se repitieron dentro del rango de concentraciones del potencial compuesto inhibidor desde 
833,33 hasta 0,41 µM, doce diluciones al medio en serie preparadas por dilución de solución 
de inhibidor (45 mM). También se realizaron ensayos con doce diluciones al medio en serie 
preparadas por dilución de solución (45 mM) del inhibidor de referencia alopurinol. 
Posteriormente, el ajuste de curvas para calcular la concentración inhibitoria media (CI50) se 
realizó utilizando GraphPad Prism V 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). 
Todos los estudios fueron llevados a cabo al menos por triplicado y los resultados representan 
la media ± SEM (error estándar de la media). En los experimentos que requirieron DMSO 
para disolver el inhibidor se realizaron ensayos de control empleando la mezcla de ensayo con 
la misma cantidad de DMSO sin inhibidor. 
5.19.3 Determinación de CI50 de compuestos inhibidores de acetilcolinesterasa 
Los ensayos de inhibición de la acetilcolinesterasa se realizaron en formato de 
microplaca  de 96 pocillos de acuerdo con el método descrito por Ellman.
108, 151
 Los 
compuestos se disolvieron en DMSO a una concentración de 3,7 % V/V. Se preincubaron 
25 µL de solución de enzima acetilcolinesterasa (concentración final de 0,037 U/ml) y 214 µL 
de reactivo de Ellman (concentración final de 5,5-ditiobis-(2- ácido nitrobenzoico) de 
0,15 mM) en buffer de fosfato (100 mM, pH 7,4) con los compuestos a ensayar (10 µL) 
durante 10 min a 25 °C. La reacción fue inciada por adición de 10 µL del sustrato yoduro de 
acetiltiocolina (concentración final de 0,23 mM), la reacción enzimática se monitoreó 
midiendo el cambio en la absorbancia a 412 nm (a 25 °C) durante 180 segundos. El volumen 
final del ensayo fue 270 µL. Estos ensayos se repitieron dentro del rango de concentraciones 
desde 833,33 hasta 0,41 µM del potencial compuesto inhibidor a evaluar. Tambien se 
realizaron ensayos con doce diluciones al medio en serie preparadas por dilución de solución 
(45 mM) del inhibidor de referencia fisostigmina. Posteriormente, el ajuste de curvas para 
calcular la concentración inhibitoria media (CI50) se realizó utilizando GraphPad Prism V 5.01 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE.UU.). Todos los estudios fueron llevados a cabo al 
menos por triplicado y los resultados representan la media ± SEM (error estándar de la 
media). En los experimentos que requirieron DMSO para disolver el inhibidor se realizaron 
ensayos de control empleando la mezcla de ensayo con la misma cantidad de DMSO sin 
inhibidor.
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